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TITULO: Métodos no térmicos para la pasteurizacion de leche de cabra y materna.
RESUMEN

La demanda de los consumidores evoluciona constantemente, por lo que actualmente
esta aumentando la busqueda de procedimientos de conservacion de alimentos que
ofrezcan productos, como es el caso de la leche comercial, con el minimo impacto sobre
sus propiedades organolépticas y nutricionales, sin renunciar al aumento de vida util y
seguridad que las tecnologias convencionales garantizan. Por lo que se refiere a la leche
materna es almacenada en bancos de leche y sometida a pasteurizacion (método
Holder) antes de ser suministrada al neonato. En este caso, es interesante el uso de
nuevos métodos que conserven tanto los nutrientes (lactosa, aminoacidos...) como los
componentes del sistema inmunitario (citoquinas, inmunoglobulinas...) que contiene,
manteniendo ademas su seguridad. Las opciones que mas se estan estudiando
actualmente son métodos no térmicos, ya que los tratamientos térmicos intensos se
relacionan con una disminucion importante de la calidad de los alimentos tratados.
Algunas de las mas interesantes son las basadas en Ultrasonidos de Potencia (HPU),
Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad (PEF) y Fluidos Supercriticos (SF). El objetivo de
este trabajo ha sido analizar la efectividad del uso de HPU, PEF y CO:2 supercritico
asistido por ultrasonidos de potencia (SC-CO2 + HPU), como tratamientos de
inactivacion de la microbiota de leche de cabra y materna.

En cuanto al tratamiento con HPU, no se ha observado una efectividad significativa
(reducciones menores a 0.7 ciclos-log), mientras que en el caso de PEF se han
conseguido inactivaciones de entre 1.4 y 5.1 ciclos-log de mesdéfilos aerobios y una
inactivaciéon notable (casi total) de enterobacterias. Sin embargo, es necesaria mas
investigacion sobre estos dos métodos. Por otra parte, la combinacion de SC-CO2 +
HPU ha demostrado poseer un efecto sinérgico y se han logrado inactivaciones totales
tanto de mesodfilos aerobios como de enterobacterias en tan sélo dos minutos.

Asi pues, los tratamientos no térmicos y la combinacion de estos, principalmente SC-
CO2 + HPU, pueden ofrecer alimentos tanto para la poblaciéon en general, como para
neonatos, seguros y con mejores propiedades nutricionales y sensoriales que los
obtenidos tras el procesamiento térmico convencional. Sin embargo, es necesaria mas
investigacion al respecto, ya que es fundamental su optimizaciéon y puesta a punto para
asegurar alimentos con caracteristicas y estabilidad éptimas.
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TITLE: Nonthermal methods for pasteurization of goat and human milk.
ABSTRACT

Consumer demand is constantly evolving, so nowadays is increasing the research about
food preservation procedures that offer products, in the case of commercial milk, with
the minimum impact on its organoleptic and nutritional properties, without quitting the
increased shelf life and safety that conventional technologies guarantee. With regard to
human milk, it is stored in milk banks and subjected to pasteurization (Holder method)
before being provided to the newborn. In this case, it is interesting the use of new
methods that preserve the nutrients (lactose, amino acids ...) and the components of the
immune system (cytokines, immunoglobulins...) that it contains, while also assuring its
safety. The options that are currently being studied the most are nonthermal methods,
since intense thermal treatments are related to a significant decrease in the quality of
the treated food. Some of the most interesting are those based on High Power
Ultrasound (HPU), High Intensity Electric Pulses (PEF) and Supercritical Fluids (SF).
The objective of this research work was analyzing the effectiveness of the use of HPU,
PEF and supercritical CO2 assisted by power ultrasound (SC-CO2 + HPU), as
inactivation treatments for goat and human milk microbiota.

Regarding HPU treatment, no significant effectiveness has been observed (reductions
of less than 0.7 log-cycles), whereas in the case of PEF, inactivations between 1.4 and
5.1 log-cycles of aerobic mesophiles and a notable inactivation (almost total) of
enterobacteria have been achieved. However, more research is needed on these two
methods. On the other hand, the combination of SC-CO2 + HPU has had a synergistic
effect and total inactivations of both aerobic mesophiles and enterobacteria have been
achieved in just two minutes.

Therefore, nonthermal treatments and the combination of them, mainly SC-CO2 + HPU,
can offer food for both the general population and neonates, safe and with better
nutritional and sensory properties than those obtained after conventional thermal
processing. However, more research is necessary in this regard, since its optimization
and fine-tuning are essential to ensure foods with optimal characteristics and stability.

Key words: Pulsed electric fields, high power ultrasounds, supercritical fluids,
pasteurization, milk.
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TITOL: Métodes no térmics per a la pasteuritzacié de llet de cabra i materna.
RESUM

La demanda dels consumidors evoluciona constantment, per la qual cosa, actualment
esta augmentant la recerca de procediments de conservacio d'aliments que oferisquen
productes, com és el cas de la llet comercial, amb el minim impacte sobre les seues
propietats organoléptiques i nutricionals, sense renunciar a l'augment de vida util i
seguretat que les tecnologies convencionals garantixen. Pel que es referix a la llet
materna, és emmagatzemada en bancs de llet i sotmesa a pasteuritzacié (métode
Holder) abans de ser subministrada al nounat. En aquest cas, és interessant I'is de
nous meétodes que conserven tant els nutrients (lactosa, aminoacids...) com els
components del sistema immunitari (citoquines, immunoglobulines...) que conté,
mantenint a més la seua seguretat. Les opcions que més s'estan estudiant actualment
son metodes no termics, ja que els tractaments térmics intensos es relacionen amb una
disminucié important de la qualitat dels aliments tractats. Algunes de les més
interessants son les basades en Ultrasons de Poténcia (HPU) , Polsos Eléctrics d'Alta
Intensitat (PEF) i Fluids Supercritics (SF).

L'objectiu d’aquest treball ha sigut analitzar l'efectivitat de I's de HPU, PEF i CO:2
supercritic assistit per ultrasons de poténcia (SC-CO2 + HPU), com a tractaments
d'inactivacié de la microbiota de llet de cabra i materna.

Quant al tractament amb HPU, no s'ha observat una efectivitat significativa (reduccions
menors a 0.7 cicles-log), mentres que en el cas de PEF s’han aconseguit inactivacions
d'entre 1.4 i 5.1 cicles-log de mesofils aerobis i inactivacié notable (quasi total)
d'enterobacteris. No obstant aix0, és necessaria més investigacié sobre estos dos
meétodes. D'altra banda, la combinacié de SC-CO2 + HPU ha demostrat posseir un efecte
sinérgic i s'han aconseguit inactivacions totals tant de mesofils aerobis com
d'enterobacteris en tan sols dos minuts.

Aixi, doncs, els tractaments no térmics i la combinacié d’estos, principalment SC-COz2 +
HPU, poden oferir aliments, tant per a la poblacié en general, com per a nounats, segurs
i amb millors propietats nutricionals i sensorials que els obtinguts després del
processament térmic convencional. No obstant aixd, és necessaria més investigacio al
respecte, ja que és fonamental la seua optimitzacié y posada al punt per a assegurar
aliments amb caracteristiques i estabilitat Optimes.

Paraules clau: Polsos eléctrics d’alta intensitat, ultrasons de poténcia, fluids
supercritics, pasteuritzacio, llet.
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1. Introduccion.

Cada vez mas, los consumidores demandan nuevos métodos de procesamiento de
alimentos que supongan un menor impacto en su calidad organoléptica y en su
contenido nutricional. Es por esto que, el estudio de nuevos métodos de esterilizacion
esta ganando peso y cada vez mas grupos de investigacion han centrado sus esfuerzos
en su puesta a punto y optimizacion para el tratamiento de diferentes alimentos tanto
so6lidos como liquidos (Huang y Wang, 2009; Qin et al., 1996).

Concretamente, la aplicacion de estos métodos es de gran importancia en la leche, tanto
materna como comercial. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y el Fondo de las
Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF) recomiendan la lactancia materna hasta los
dos afos o mas, por lo tanto, en los casos en los que no es posible disponer de leche
de la propia madre, la opcién mas recomendable es recurrir a la leche de bancos de
leche materna. Es decir, donada de otras madres y almacenadas en hospitales. Esta
necesidad se ve acentuada en el caso de bebés prematuros. La leche materna es un
sistema biolégico complejo que contiene nutrientes, elementos bioactivos, componentes
del sistema inmunitario, lipidos, enzimas y bacterias beneficiosas (Arslanoglu et al.,
2010; Koletzko et al., 2011). Todos estos compuestos ayudan a que el recién nacido
crezca sano. Se ha demostrado que la leche materna disminuye la incidencia de asma,
dermatitis atépica, celiaquia, enfermedad inflamatoria intestinal y muerte subita del
lactante, reduce el riesgo cardiovascular y permite un mejor desarrollo neuroldgico,
ademas de proteger a los nacidos prematuros o de muy bajo peso ante la retinopatia de
la prematuridad, la sepsis y la enterocolitis necrosante, reduciendo asi el riesgo de
morbilidad (Garcia Lara et al., 2015). Por todo esto, es fundamental alimentar a los
recién nacidos con leche materna y conservarla de forma que se mantengan intactas
sus propiedades, asegurando la calidad microbiolégica necesaria.

En los bancos de leche materna se pasteurizan las muestras tras la recogida debido a
que pueden contener patdégenos. Actualmente, el tratamiento que se recomienda para
pasteurizar la leche donada es un tratamiento térmico, concretamente una
pasteurizacién a 62.5°C durante 30 minutos, llamada pasteurizacién Holder (Peila et al.,
2017). Se recomienda esta técnica de pasteurizacion porque, aunque el producto
resultante pierde una parte importante de sus compuestos beneficiosos y protectores
para los lactantes, presenta una calidad y funcionalidad muy superior a la de la leche de
férmula.

El consumo de leche no es sélo importante en los primeros afos de vida y durante el
desarrollo, sino que juega un papel importante a lo largo de toda la vida adulta. La leche
comercial aporta muchos nutrientes, ademas de agua y minerales, como el fosforo y el
potasio. Es rica en proteinas, como la caseina, seroglobulinas, albuminas y lactoferrina,
y en azucares, como la lactosa. Ademas, también contiene vitaminas, enzimas
digestivas, lipidos y una gran cantidad de calcio. Los productos lacteos son una parte
importante de la dieta humana, ya que proporcionan muchos nutrientes que son dificiles
de obtener en dietas con bajo contenido o ausencia de lacteos. Contribuyen al 52-65%
de la ingesta diaria recomendada de calcio y al 20-28% de la ingesta diaria
recomendada de proteina, dependiendo de la edad del consumidor (Rozenberg et al.,
2016). Debido a su alto contenido en calcio, favorece la formacién de hueso y ayuda a



prevenir enfermedades como la osteoporosis. Ademas, se sugiere que las proteinas de
la leche pueden modular la regulacion del peso corporal mediante mecanismos
independientes del calcio y que los lacteos pueden actuar como protectores ante
patologias comunes como las cardiovasculares o el cancer, ademas de reducir el riesgo
de hipertensién (Abete et al., 2011; Fernandez et al., 2015; Miller et al., 2000; Rozenberg
et al., 2016).

De igual modo que con la leche materna, antes de la distribucion de la leche comercial
es necesario llevar a cabo un tratamiento de conservacion. Este recibe diferentes
nombres dependiendo de la temperatura a la que se lleve a cabo y el tiempo de
duracion, pero todos ellos son térmicos. Debido a las altas temperaturas empleadas, la
leche se ve afectada negativamente en sus propiedades organolépticas y nutricionales,
lo que pone de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas estrategias menos
dafinas para el producto final.

Numerosos articulos cientificos han estudiado los efectos negativos del tratamiento
térmico sobre la leche materna y comercial, a continuacion se describiran brevemente
los mas relevantes.

1.1. Efectos del tratamiento térmico en la leche materna.

En primer lugar, los componentes del sistema inmune son parte esencial de la nutricién
del recién nacido, ya que son transferidos a partir de la leche y les dota de inmunidad
pasiva, permitiéndoles neutralizar los agentes infecciosos en los primeros meses de vida
(Rossato, 2008). Se ha comprobado que, tras la pasteurizacion, se produce una
disminucioén significativa de citoquinas (Delgado et al., 2014), lactoferrina, eritropoyetina
e inmunoglobulinas A (IgA), G (IgG) y M (IgM). También se ha visto una reduccion de
algunos factores de crecimiento, como IGF-1 e IGF-2. Por ultimo, se ven también
afectadas las células inmunitarias (células T, células B, macréfagos y neutrdéfilos), ya
que se inactivan por completo todos los componentes celulares de la leche (Ewaschuk
et al., 2011; Koenig et al., 2005).

Por otra parte, la lisozima se encuentra en grandes concentraciones en el calostro y es
un factor clave en la defensa de las membranas mucosas contra las infecciones
(Coutinho et al., 1998). Se ha reportado que tras la pasteurizacion de la leche materna
la concentracion de esta enzima disminuye entre un 65% y un 85% (Koenig et al., 2005).

Los antioxidantes presentes en la leche materna también juegan un papel importante
en la nutricion del recién nacido, ya que el estrés oxidativo puede provocar patologias,
principalmente en los pulmones, debido a que el sistema respiratorio aun esta
madurando en la etapa posnatal (Gémez et al., 2007). Se ha visto que la pasteurizaciéon
de la leche reduce su capacidad antioxidante, principalmente provocando la disminucion
de la actividad enzimatica de GPx y la actividad superéxido dismutasa (Silvestre, 2008),
asi como del contenido en acido ascérbico y vitamina E (Delgado et al., 2013).

En cuanto a los macronucrientes, no se han visto grandes reducciones tras el
tratamiento térmico. El contenido en oligosacaridos (Bertino et al., 2008), grasa,
minerales, vitaminas, zinc y hierro parecen no verse alterados. Algunas excepciones



serian el contenido en proteina total (Koenig et al., 2005), el aminoacido esencial lisina
y la vitamina B12, que se reduce en un 48% tras la pasteurizacién Holder (Ewaschuk et
al., 2011; Peila et al., 2016). Es importante destacar también el papel del calcio en la
dieta de los infantes y las posibles consecuencias que puede tener la pasteurizacion de
la leche sobre él. Se ha visto que el dafo térmico tiene un efecto negativo sobre la
retencién del calcio y posterior distribucién en los tejidos durante el desarrollo. Esto se
ha reportado en tratamientos en los que se utilizan temperaturas superiores a las
utilizadas en la pasteurizacion Holder, pero debido a su gran importancia en la lactancia,
es un factor que se debe tener en cuenta a la hora de evaluar las diferentes posibilidades
de esterilizacion de leche materna (Delgado-Andrade et al., 2006; Seiquer et al., 2010).

Asimismo, se ha estudiado el efecto producido en hormonas, encontrando reducciones
de la adiponectina e insulina en la leche en un 32,8% y un 46,1%, respectivamente (Ley
et al., 2011). Estas hormonas estan relacionadas con un menor riesgo de enfermedad
metabdlica a largo plazo en el infante, por lo que su reduccién durante la lactancia
debido a la pasteurizacion puede tener un impacto critico en el metabolismo.

También se ha visto que el tratamiento térmico afecta a la reologia y a la estructura de
la emulsién de la leche (Raikos, 2010), ademas de reducir significativamente los
hidrocarburos aromaticos en un 70% (Contador et al., 2015). Esto sugiere que la
pasteurizacién también puede afectar a las propiedades organolépticas de la leche.

1.2. Efectos del tratamiento térmico en la leche comercial.

Actualmente, existe una gran variedad de leches comerciales disponibles que pueden
provenir de diferentes especies animales. Se han llevado a cabo investigaciones sobre
los efectos producidos por los tratamientos térmicos, observandose que estos dependen
de la intensidad y duracién del tratamiento, asi como del tipo de leche (Clement, 2018).
A pesar de la variabilidad producida por estos factores, se ha observado que, aunque
algunas proteinas son mas resistentes al tratamiento térmico que otras, todas ellas son
sensibles al calor y se ven afectadas ante las altas temperaturas empleadas (Elagamy,
2000). En cuanto a la leche de cabra en concreto, no se han realizado muchos estudios,
pero si sobre leche procedente de otros animales, cuyos resultados pueden ser
extrapolados para comprender los efectos de la pasteurizacion sobre ésta.

El calor produce efectos sobre componentes necesarios para mantener la calidad y las
propiedades de la leche. Entre ellos se encuentran la degradacién de la lactosa a acidos
organicos, la formacién de lactulosa (isémero de la lactosa que se forma durante el
calentamiento intenso de la leche), la desnaturalizacién de las proteinas del suero, la
destruccién de vitaminas y enzimas, la hidrélisis de proteinas y lipidos, la polimerizacion
de proteinas y la alteracion del equilibrio calcio/fésforo. Por otro lado, también se
producen efectos relacionados con las propiedades organolépticas, como pardeamiento
y sabores desagradables (Calvo y de la Hoz, 1992), y la pérdida de valor nutricional, ya
que se modifica la biodisponibilidad de los nutrientes, se produce inactivacién
enzimatica y se agotan los antioxidantes naturales. Esto es debido principalmente a la
reaccion de Maillard, que continua produciendo sustancias no deseadas durante el
almacenamiento de las leches tratadas térmicamente (Calligaris et al., 2004; Elliott et
al., 2005; Patton, 1958; Sakkas et al., 2014; Van Boekel, 1998; Villamiel et al., 1997).



Se ha visto que tratamientos térmicos en leche de vaca desnatada destruyen toda la
vitamina B12, aproximadamente el 60% de la tiamina y la vitamina B6, el 70% del acido
ascorbico y el 30% del acido folico. La lisina también se ve afectada, reduciéndose en
un 21%. Ademas, se forma lactulosa y la mayoria de las proteinas del suero se
desnaturalizan (Kilshaw et al., 1982).

Concretamente en leche de cabra, se ha visto que la actividad de la fosfatasa alcalina
se ve reducida durante la pasteurizacion a 72°C durante 15 segundos (Felipe et al.,
1997). También se produce la desnaturalizacién de las proteinas del suero, pudiendo
asi demostrar la sensibilidad al calor de las principales proteinas que componen el suero
de la leche de cabra. Asimismo, se vio una disminucion de la cantidad de proteinas del
suero que permanecen en disolucion a pH 4.6 (Felipe et al., 1997).

Ademas, los tratamientos térmicos provocan diferentes grados de desnaturalizacion,
agregacion e interaccién entre las proteinas. Estos cambios de composicion y
conformacion en las proteinas de la leche afectan las propiedades funcionales de los
lacteos, como la solubilidad, gelatinizacion, estabilidad al calor y emulsificacién, las
cuales son muy importantes para la industria de los lacteos (Clement, 2018).

1.3. Objetivos.

Por todo lo expuesto anteriormente, es fundamental el desarrollo, la puesta a punto
y la optimizacion de tratamientos no térmicos para la pasteurizacion de la leche
materna y comercial que no afecten a su composicién nutricional, concentracién de
componentes bioactivos, conformacion ni propiedades organolépticas. Por ello, el
principal objetivo de este trabajo es analizar de forma preliminar la viabilidad de
diferentes tipos tratamientos no térmicos como una alternativa a los procesos de
pasteurizacion tradicionales basados en calor. Para alcanzar este objetivo se han
planteado dos objetivos principales:

1) Describir las caracteristicas de los principales tipos de tratamientos no térmicos
y sus aplicaciones en la pasteurizacion de leche.

2) Determinar la viabilidad de los ultrasonidos de potencia, pulsos eléctricos de alta
intensidad y CO2 supercritico asistido por ultrasonidos de potencia, para la
pasteurizacion no térmica de leche de cabra y materna.

2. Métodos térmicos de pasteurizacién de leche.

La pasteurizacion fue descubierta por Luis Pasteur en el afio 1864. Consiste en calentar
el producto, en este caso leche, en equipos disefiados especificamente para ello a una
temperatura determinada, que se mantiene durante todo el procedimiento a esa
temperatura o a una superior. A diferencia de la esterilizacién, que busca inactivar todos
los microorganismos presentes en la leche, el objetivo de la pasteurizacién es reducir la
cantidad de patdégenos viables para disminuir la probabilidad de que causen
enfermedades y, ademas, prevenir la acidificacion de la leche (Watts, 2016).



Por un lado, la esterilizacién se clasifica segin dos métodos principales: el método
convencional, también llamado in-boftle sterilization, y el método aséptico o UHT, ambos
caracterizados por utilizar temperaturas por encima de los 100°C. En el primero, la leche
se envasa antes del tratamiento y después se eleva a una temperatura de entre 105 y
110°C durante un intervalo de tiempo de entre 30 y 45 minutos. En el segundo, la leche
se calienta a una temperatura de entre 135 y 150°C durante un tiempo de 1 a 20
segundos, tras lo que es envasada (ODISHA UNIVERSITY OF AGRICULTURE AND
TECHNOLOGY, 2020). Por otro lado, la pasteurizacion se puede llevar a cabo como un
proceso continuo o discontinuo y dependiendo de la temperatura alcanzada y el tiempo
de procesamiento se pueden diferenciar tres tipos. De mayor tiempo de duracién a
menor, se encuentra en primer lugar la pasteurizacion vat, con una duraciéon de 30
minutos y temperatura de 63°C. A continuacion, la pasteurizacion a alta temperatura y
corto tiempo (high temperature short time pasteurization, HTST), que dura 15 segundos
y eleva la temperatura a los 72°C. Por ultimo, la pasteurizacion higher-heat shorter time
(HHST), que engloba duraciones de entre 0.01 y 1 segundos y temperaturas que van
de los 89°C a los 96°C (Watts, 2016). El proceso que mas se emplea industrialmente
es el HTST, ya que permite trabajar con grandes volimenes y necesita poco tiempo y
un equipamiento sencillo (Gonzalez Marquez, 2007; INTEREMPRESAS, 2018).

Segun algunos estudios, los tratamientos mencionados anteriormente destruyen de
igual manera a los patégenos presentes en la leche (Ball, 1943). Sin embargo, otros
estudios sugieren que esto no es cierto, como en el caso de las bacterias termoduricas,
que no se inactivan en la misma medida durante los diferentes tipos de pasteurizacion.
Estas bacterias en concreto tienen importancia en la industria lactea porque afectan
negativamente la calidad de los productos derivados obtenidos de la leche,
concretamente el queso (Reginensi et al., 2015).

La pasteurizacidon ha sido uno de los grandes progresos de la seguridad alimentaria, ya
que, hasta su descubrimiento, muchos alimentos no podian conservarse de manera
fiable y se producian enfermedades causadas por consumir alimentos en mal estado.
Hoy en dia se sabe que el consumo de leche cruda es causante de diversas
enfermedades (Bryan, 1983; Jay-Russell, 2010; Lucey, 2015), como enteritis (Wood et
al., 1992), listeriosis (Latorre et al., 2011) o tuberculosis (Doran et al., 2009; Giuseppina
et al., 2006). Por todo esto, es un proceso crucial que actualmente se ha generalizado
para tratar muchos de los alimentos que consumimos, ya que es un método sencillo
que, ademas de garantizar la inocuidad, permite un almacenamiento a largo plazo y
transporte a largas distancias, por lo que resulta también muy atractivo
econdmicamente. A pesar de esto, al tratarse de un tratamiento térmico es perjudicial
para las propiedades y composicion de la leche y por tanto es necesario desarrollar
nuevos métodos no térmicos, algunos de los cuales se describiran a continuacion.

3. Métodos no térmicos de pasteurizacion de leche.

Las técnicas de procesamiento alternativas que mas se estan investigando actualmente
son el procesamiento a alta presion (HPP), la irradiacién ultravioleta (UV-C), el
procesamiento termo-ultrasénico (HPU), los pulsos eléctricos de alta intensidad (PEF) y
el procesamiento con CO2z supercritico (SC-CO2). De los dos primeros se hablara



brevemente a continuacién, mientras que los tres ultimos se describiran en los
siguientes apartados mas detalladamente, ya que son los que se han abordado en el
presente trabajo.

El procesamiento a alta presién consiste en aplicar presiones de entre 400 y 800 MPa
durante tiempos de hasta 10 minutos. Esta técnica provoca en los microorganismos la
inhibicion de las enzimas y proteinas, ademas de alteraciones en las membranas
celulares y mecanismos genéticos (Peila et al., 2017). En el caso de la leche comercial,
se han estudiado diferentes condiciones de procesamiento y diferentes tipos de leche y
se ha concluido que el efecto de inactivaciéon depende tanto de las condiciones de HHP
como de la composicion de la leche (Gervilla et al., 2000), por lo que seria necesaria
una investigacion en profundidad sobre cada tipo de leche. En cuanto a los efectos
producidos (Altuner et al., 2006), se espera que en tratamientos con presion menor a
700 MPa sélo se produzcan cambios en la estructura terciaria de las proteinas, sin llegar
a desnaturalizarlas. Por otra parte, en leche materna se ha visto que realizando un
tratamiento con presiones inferiores a 400 MPa es posible reducir la carga microbiana
reteniendo mas componentes inmunolégicos, vitaminas y acidos grasos que con la
pasteurizacién Holder (Peila et al., 2017), obteniendo un producto mas parecido a la
leche sin tratar que el que se obtiene tras un tratamiento térmico (Viazis et al., 2007).
Sin embargo, presenta una serie de limitaciones como el alto coste de los equipos
(Considine et al., 2007) y la dificultad de llegar a conclusiones sobre la seguridad y
calidad del producto obtenido entre los diferentes grupos de investigacion, ya que hay
tres parametros a tener en cuenta (presion, temperatura y tiempo) (Peila et al., 2017).
En cuanto a UV-C, se ha visto que es dificil tratar la leche materna, ya que tiene un alto
coeficiente de absorciéon y limita la penetracién de los fotones, aunque se han
conseguido modificar los equipos para conseguir solucionar este problema. En este
sentido, Peila et al. (2007) observaron que tras el tratamiento se conservaban los
factores inmunolégicos, enzimas y acidos grasos en mayor medida que con la
pasteurizacién Holder, consiguiendo ademas una mayor capacidad de inactivacion
bacteriana. Sin embargo, es necesario profundizar en la investigacion de esta técnica
ya que aun no se dispone de informacion concluyente (Peila et al., 2007). Por ultimo,
respecto al tratamiento de leche comercial con UV-C, se ha visto que es posible inactivar
mas de 5 ciclos-log de L. monocytogenes inoculada en leche de cabra (Matak et al.,
2005), ademas de demostrarse una inactivacién eficaz de algunos bacteriéfagos y otros
microorganismos patégenos como E. coliy S. typhimurium (Gunter-Ward et al., 2018).

3.1. Pulsos eléctricos de alta intensidad (PEF).

Antes de que se sugiriera utilizar campos eléctricos de alta intensidad como tratamiento
de inactivacion microbiana, éstos ya se utilizaban para perforar membranas bacterianas
con otro objetivo: la electroporacién reversible para introducir 0 administrar sustancias
en el citoplasma celular. En 1960 se demostré que la electroporacion irreversible
produce la inactivacion de microorganismos de manera eficiente, pero no fue hasta
finales de la década de 1980 cuando se empez6 a estudiar su utilidad en el campo de
la conservacion de alimentos (Raso et al., 2014). Esta técnica aplicada al sector
alimentario consiste en tratar un alimento (liquido o sélido) mediante pulsos cortos (1-
10ps) de alto voltaje (Sampedro y Rodrigo, 2015). El alimento es colocado previamente
entre dos electrodos separados a una distancia de entre 0.1 y 1 cm en el interior de una



celda de tratamiento aislada. Con el paso del tiempo se ha ido investigando y mejorando
la tecnologia y los materiales de estos equipos para obtener mejores resultados vy
actualmente este proceso se puede llevar a cabo tanto de manera continua como
discontinua. Los principales parametros a tener en cuenta a la hora de llevar a cabo un
ensayo de PEF son la intensidad de campo eléctrico (E, kviem, Ecuacion 1), el tiempo
de tratamiento (t, s, Ecuacion 2) y la densidad de energia (AE, kJ/L, Ecuacién 3).

E= (Ecuacion 1)

v

d

donde v es la diferencia de potencial (kV) y d es la distancia entre los dos electrodos (cm).
t=1'n (Ecuacion 2)

donde T es la duracién del pulso (us) y n es el niUmero de pulsos.

UZ'T

AE = "; -1000 - n (Ecuacion 3)

donde v es el voltaje (V), T es la duracion del pulso (us), R es resistencia eléctrica del medio (Q), V es
volumen (L) y n es el nUmero de pulsos.

El tratamiento con PEF provoca en los microorganismos presentes en los alimentos la
permeabilizacién de las membranas y la formacién de poros en células y organulos
(electroporacién), produciendo asi cambios estructurales y funcionales en la membrana
de los mismos (Manas y Pagan, 2005; Raso et al., 2014). Se ha demostrado que la
inactivacion de las células es un resultado directo del aumento de la permeabilidad de
membrana producido por los PEF y no es debida al aumento de temperatura o a los
productos de electrdlisis formados (Manas y Pagan, 2005). Los efectos provocados en
los microorganismos pueden ser reversibles si la intensidad del campo eléctrico es
menor a la que puede soportar la célula (campo eléctrico critico), en cuyo caso
provocaria efectos subletales, o irreversibles, en caso de que esta sea superior,
provocando su muerte (Manas y Pagan, 2005; Raso et al., 2014). El campo eléctrico
critico depende de la célula (tipo, tamano, forma...), por lo que la efectividad de los PEF
estara subordinada en cierta medida al tipo celular que se va a inactivar. Otros factores
de los que dependera su efectividad son las condiciones del proceso (a mayor campo
eléctrico y tiempo de tratamiento, mayor inactivacién) y la composicién del alimento a
tratar. Se ha visto que el campo eléctrico critico para células vegetales es de entre 1y
2 kV/cm y para microorganismos es de entre 12 y 20 kV/cm (Soliva-Fortuny et al., 2009),
e incluso puede llegar hasta los 30 kV/cm (Heinz et al., 2001). En el caso concreto de la
inactivacion microbiana en leche se ha visto que valores de intensidad de campo
inferiores a 20 kV/cm no presentan efectos significativos, por lo que se deberan utilizar
intensidades de campo superiores. Por otro lado, el valor de la densidad de energia
también es importante. En leche inoculada con microorganismos patégenos, se han
observado inactivaciones de entre 2 y 5 ciclos-log aplicando entre 100 y 550 kJ/L
(Sampedro y Rodrigo, 2015).

El procesamiento con PEF ofrece la posibilidad de pasteurizar la leche conservando
mejor su frescura y contenido en nutrientes, obteniendo una vida atil similar a la leche
pasteurizada mediante métodos térmicos. En cuanto a los efectos producidos en las
propiedades fisicoquimicas de la leche, no se han visto efectos significativos sobre



sélidos totales, pH, conductividad eléctrica, viscosidad, densidad, color, tamafo de
particula (Michalac et al., 2003), acidez y contenido de acidos grasos libres (Odriozola-
Serrano et al.,, 2006). También se ha visto que muchos compuestos bioactivos
(vitaminas y antioxidantes) se conservan mejor con PEF que con tratamiento térmico
(Raso-Pueyo y Heinz, 2010; Sanchez-Moreno et al., 2009; Soliva-Fortuny et al., 2009).
Por otra parte, el tratamiento con PEF afecta a propiedades fisicas y reoldgicas de la
leche, como las propiedades de coagulaciéon, en menor medida que el tratamiento
térmico, provocando por tanto menos efectos negativos durante la fabricacién de
productos lacteos como el queso (Floury et al., 2006; Yu et al., 2009).

Ademas de los buenos resultados obtenidos en cuanto a inactivacion microbioldgica, la
disminucioén de la temperatura a la que se expone la leche y los menores tiempos de
procesado conllevarian una menor pérdida de nutrientes y mayor ahorro de energia
(Bermudez-Aguirre et al., 2011). Por tanto, esta tecnologia se presenta como una opcién
prometedora en un futuro préximo, sin olvidar la necesidad de realizar estudios para
poder solucionar algunos de los problemas que todavia presenta, como la dificultad para
extrapolar resultados entre los diferentes grupos de investigacion (Soliva-Fortuny et al.,
2009). Por otra parte, seria interesante el estudio del uso de PEF en el procesamiento
de la leche materna, ya que aun no se han realizado investigaciones al respecto.

3.2. Ultrasonidos de potencia (HPU).

Los ultrasonidos de potencia o de baja frecuencia son los que utilizan frecuencias de
entre 20 y 100 kHz y potencias de entre 10 y 10000 W/cm2 (Bermudez-Aguirre y
Barbosa-Canovas, 2011). El objetivo de esta técnica aplicada a la industria alimentaria
es provocar la disrupcion de las células que se encuentren en el alimento,
inactivandolas. Cuando los ultrasonidos atraviesan el alimento desencadenan un
fendmeno llamado cavitacion (Patist y Bates, 2008; Ulloa et al., 2013), que implica la
formacion de burbujas de gas en el medio. Estas sufriran ciclos de compresién y
descompresién que dan lugar a su implosion, generando microcorrientes y aumentos
de presion y temperatura locales. La intensidad de este fendmeno dependera de
diversos factores, principalmente de la temperatura, presion y composicién del medio y
de la amplitud de onda de los ultrasonidos. El efecto observado acerca de la inactivacion
de células microbianas en leche es muy positivo, ya que se han logrado inactivaciones
totales o cargas microbianas tras el tratamiento por debajo de los niveles aceptables por
las legislaciones de algunos paises, incluso con cargas microbianas iniciales cinco
veces superiores a las permitidas (Cameron et al., 2009). La inactivacion aumenta al
combinar los ultrasonidos con calor (termosonicacion) o presion (manosonicacion), por
lo que se podrian conseguir aun mejores resultados (Earrnshaw et al., 1995; Herceg et
al., 2012; Lopez-Malo et al., 1999; Ordofiez et al., 1987; Raviyan et al., 2005). Por otro
lado, también se ha estudiado la combinacién de ultrasonidos y pasteurizacion
convencional mediante HTST, disminuyendo asi los tiempos de tratamiento y por tanto
las consecuencias negativas derivadas (Bermudez-Aguirre et al., 2009).

Si se hace una comparacion entre la leche tratada mediante sonicacién y la leche tratada
térmicamente, diferentes grupos de investigacién han concluido que la primera presenta
ventajas en cuanto a color, homogeneizacion, apariencia, estabilidad durante el
almacenamiento y menores cambios en las propiedades nutricionales (Bermudez-



Aguirre y Barbosa-Canovas, 2008; Bermudez-Aguirre et al., 2009). También se han
reportado resultados positivos en cuanto al aumento de la vida util de la leche tratada y
el aumento de la digestibilidad de la grasa lactea (Delgado, 2012).

En el caso del tratamiento de leche materna, se ha concluido que el producto obtenido
tras la aplicacion de HPU es mucho mas estable que el tratado térmicamente y la
emulsién se mantiene durante un tiempo mayor, conservando asi mejor los nutrientes
presentes en la leche. Ademas, protege factores inmunolégicos como la IgA, IgG y
lactoferrina y previene de la pérdida de vitaminas, minerales, proteinas y grasas
(Martinez et al., 1992).

Asi pues, los HPU tienen un futuro prometedor en la industria alimentaria ya que han
proporcionado resultados esperanzadores a la hora de inactivar o acelerar la actividad
enzimatica, aumentar la vida util y la calidad de los productos tratados, inactivar
microorganismos y facilitar la extraccién de componentes bioactivos (Awad et al., 2012).
El uso de HPU, si se lleva a cabo a temperaturas adecuadas, previene los efectos
negativos asociados a los tratamientos térmicos tradicionales, evitando Ila
desnaturalizacion de las proteinas (Jambrak et al., 2009).

3.3. CO2 supercritico asistido con ultrasonidos de potencia (SC-COz2 + HPU).

El didxido de carbono es un gas que se encuentra facilmente disponible en la naturaleza
a una alta pureza. Es econdmico, seguro a la hora de manejarlo y esta aprobado para
el procesamiento de alimentos (Brunner, 2005). Por encima de los 31.06°C de
temperatura y los 73.83 bar de presidn (punto critico), pasa a estar en estado
supercritico. EI CO2 supercritico (SC-COz2) posee una densidad cercana a la de un
liquido y una viscosidad y difusividad propia de un gas. Estas propiedades permiten que
se pueda mezclar faciimente con los alimentos y que tenga un gran poder de
penetracion y extraccion como disolvente (Raventés et al., 2002). Cuando el CO:2 se
encuentra en estado supercritico, puede penetrar en las células bacterianas de una
manera muy efectiva y alterar las membranas celulares disolviendo los lipidos,
afectando negativamente a la actividad enzimatica relacionada con la membranay a los
potenciales de membrana, provocando asi la muerte de las células (Werner y Hotchkiss,
2006).

Sobre la utilizacion de CO2z supercritico para la pasteurizacién de leche no se han
realizado muchos estudios, pero si se ha observado que el tratamiento es
significativamente mas eficiente que el método de pasteurizacion térmica convencional
(HTST), implicando un proceso mas suave y efectivo, con el que se puede obtener un
producto con una vida util alta (superior a 35 dias) y que mantiene sus propiedades
organolépticas (Di Giacomo et al., 2009). También se ha visto que la efectividad de este
tratamiento aumenta al aumentar la temperatura y la presién (Spilimbergo et al., 2003;
Erkmen, 2012), pero es importante controlar estos parametros ya que, en el caso de la
leche, una elevada presidn y temperatura podrian suponer la extraccién de compuestos
aromaticos y la desnaturalizacién de proteinas, afectando por tanto negativamente a
sus propiedades organolépticas (Di Giacomo et al., 2009).



Ademas, se ha observado que la combinacién con HPU (SC-CO2 + HPU) mejora en
gran medida la efectividad de la inactivacién microbiana mediante SC-COz2, reduciendo
los tiempos de tratamiento y aumentando notablemente la reduccién final del niumero
de microorganismos (Gomez-Gomez et al., 2020; Ortufio et al., 2012; 2014; Paniagua-
Martinez et al., 2016; 2018). Esto se puede explicar debido a que la cavitacién producida
por los ultrasonidos de potencia dana las células bacterianas acelerando el proceso,
ademas de que genera una agitacion intensa que facilita la solubilizacién del CO:z y el
proceso de transferencia de este al interior de los microorganismos (Benedito et al.,
2015). El tratamiento mediante SC-CO2 provoca un impacto minimo en las propiedades
de los alimentos, y combinado con HPU implica mejores resultados con tiempos de
tratamiento mucho menores y condiciones de procesado (presion y temperatura) menos
intensas.

3.4. Combinacion de diferentes métodos no térmicos.

Actualmente, los tratamientos en los que se combinan diferentes métodos no térmicos
son de gran interés, ya que su desarrollo puede ofrecer una serie de ventajas sobre los
tratamientos convencionales y los no térmicos de forma individual. A veces, un solo
tratamiento no proporciona el resultado deseado para conseguir que el alimento sea
seguro o estable. Ademas, al utilizar mas de un tratamiento se puede utilizar cada uno
de ellos con condiciones menos agresivas, evitando que se produzcan dafios en el
alimento o minimizando estos dafios y mejorando por tanto su calidad (Raso y Barbosa-
Canovas, 2003). Como ya se ha comentado, se han confirmado efectos sinérgicos en
algunas combinaciones de tratamientos, por ejemplo, CO2 supercritico asistido por
ultrasonidos (SC-CO2 + HPU). En estos casos, cada uno de los tratamientos por
separado no proporciona los resultados deseados, pero al actuar de manera conjunta
su efecto en cuanto a inactivacion microbiana mejora notablemente, ademas de permitir
reducir los efectos negativos sobre el producto final. Por todo esto, es muy interesante
el estudio de los tratamientos de pasteurizacion no térmicos por separado y en
combinacion, para asi evaluar los efectos de cada uno de ellos y sus combinaciones
(efectos sinérgicos) y conseguir un tratamiento que ofrezca resultados 6ptimos en
cuanto a seguridad y calidad.

4. Pasteurizacion en leche mediante PEF, HPU y SC-CO:2 + HPU.
4.1. Materiales y métodos.
4.1.1. Muestras.

La leche de cabra utilizada en los experimentos fue cedida por la granja experimental
del Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal, situada en la Universitat Politécnica de
Valéncia. Los diferentes lotes de leche se mezclaron y se guardaron en alicuotas de 100
mL en el congelador a -20°C. Para cada experiencia programada, se sacaban los
recipientes necesarios del congelador el dia anterior y se dejaban descongelar por
completo en la nevera (5-7°C). Antes de las experiencias se utilizé un conductimetro
(COND7+ XS, LabProcess, Barcelona, Espafia) para medir su conductividad a 25°C,
resultando la misma de 5.22 mS/cm. Las cabras a partir de las cuales se obtuvo la leche
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pertenecen a la raza murciano-granadina; en la bibliografia la conductividad de la leche
de esta raza de cabra oscila entre 6.5 mS/cm y 4 mS/cm, siendo su media 5.3 mS/cm
(Diaz et al., 2014), valor similar al encontrado en el presente trabajo.

Por otra parte, las muestras de leche materna fueron cedidas del banco de leche
materna del Hospital La Fe de Valencia. Estas fueron recogidas y envasadas en
recipientes estériles de aproximadamente 130 mL, por lo que se guardaron directamente
en esos envases en el congelador a -20°C. De igual manera que con la leche de cabra,
se sacaban el dia anterior a la experiencia para que se descongelaran y se midio la
conductividad de cada muestra a 25°C antes de los tratamientos. La media de las
conductividades fue de 1.92 mS/cm. En la bibliografia (Kermack y Miller, 1951) se
observa que la conductividad de la leche materna oscila entre los valores de 1.50 y 3.20
mS/cm en mujeres sanas y entre 1.50 y 6.75 mS/cm en mujeres con algin desorden en
la lactancia.

4.1.2. PEF.
Equipo

El equipo de PEF esta formado por un generador de pulsos eléctricos (EPULSUS-PM1-
10; Energy Pulse Systems, Lda, Lisboa, Portugal) y una celda de tratamiento contenida
dentro de una cabina de proteccion. La celda de tratamiento tiene una separacién entre
los electrodos de 3.1 mm y unas dimensiones de electrodo activo de 39 x 3.6 mm.

DATA LOGGER
4
o Plos2
81§ e .
GENERADOR : ;
: CELDA DE :
QEFEE ; TRATAMIENTO DE PEF ;
3
1 LECHE SIN S LECHE

TRATAR BOMBA TRATADA

Figura 1. Esquema del equipo de pulsos eléctricos de alta intensidad.

El procedimiento que se sigue para el tratamiento de PEF se observa en la Figura 1, y
se describe de la siguiente manera: la leche sin tratar (Figura 1, 2) es conducida a través
de un sistema de flujo continuo con la ayuda de una bomba peristaltica (Figura 1, 3;
Millipore Corporation, serie K92002058, Darmstadt, Alemania) hasta llegar a la celda de
tratamiento de PEF (Figura 1, 5). En la celda, que esta conectada a un generador de
pulsos eléctricos de alta intensidad (Figura 1, 1), la muestra es tratada. Tras el
tratamiento, la muestra es finalmente recogida en un depdsito estéril (Figura 1, 6). La
temperatura de la muestra es registrada a la entrada (Figura 1, S1) y a la salida (Figura
1, S2) de la celda de tratamiento con un data logger (Figura 1, 4; PCE Ibérica S.L,;
Tobarra, Espafia). Los equipos eran esterilizados antes y después de cada tratamiento
como se describe en el apartado 4.1.5.
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Puesta a punto. Relacion entre el caudal y la velocidad de la bomba

En primer lugar, se calcularon de manera experimental los caudales empleados en el
equipo de PEF. Para ello, se utilizé leche de cabra a dos temperaturas diferentes, 25°C
y 30°C, con el objetivo de observar las diferencias entre ellas. Se midié el caudal para
cuatro velocidades de la bomba peristaltica diferentes (posiciones 1, 1.5, 2 y 2.5),
haciéndose tres réplicas por cada una de ellas.

Puesta a punto. Estudio de la temperatura final de los tratamientos

Una parte muy importante es controlar la temperatura a la que se eleva la muestra
durante los tratamientos, por lo que se llevaron a cabo ensayos a diferentes condiciones
de caudales y voltaje de pulso, registrando la temperatura final para poder estudiar esta
variable.

Los voltajes que se utilizaron fueron 6.20 y 7.75 kV para leche de cabra y 9.30 y 10.00
kV para leche materna, que se corresponden a una intensidad de campo de 20, 25, 30
y 32.26 kV/cm respectivamente. En lo sucesivo, se utilizara este parametro dado que es
mas representativo de la intensidad del tratamiento. La intensidad de campo empleada
fue mas baja para la leche de cabra porque tiene una conductividad eléctrica muy
elevada en comparacion con la leche materna (mas del doble), por lo que en leche
materna se necesitaba mas intensidad de campo para obtener una temperatura similar.
En cuanto a los caudales utilizados, estos fueron de 45.7 mL/min, 56.7 mL/miny 77.8
mL/min. También se calculé la densidad de energia (kJ/L) para cada una de las
condiciones trabajadas y se represento en relacion a la intensidad de campo (kV/cm) y
la temperatura final (°C).

De esta manera, se pudo ver la relacion entre caudal, voltaje y temperatura final y se
decidieron las condiciones de los ensayos de inactivacibn que se realizaron a
continuacion. En particular, las condiciones seleccionadas fueron tres para la leche de
cabra (25 kV/cm y 255.9 kJ/L, 20kV/cm y 163.8 kJ/L y 20kV/cm 'y 278.9 kJ/L) y tres para
la leche materna (32.3 kV/cmy 211.8 kJ/L, 32.3 kV/cm y 263 kJ/L y 30 kV/cm y 227.5
kJ/L).

41.3. HPU.

Equipo

Para el tratamiento con ultrasonidos se utilizé un dispositivo ultrasénico digital de la
marca Hielscher (modelo UP400St de 400W y 24kHz, Teltow, Alemania).

Este procedimiento se llevo a cabo mediante un sistema de flujo continuo a través de
una celda de flujo (Hielscher, modelo FC22K, Teltow, Alemania) de acero inoxidable de
un volumen aproximado de 37 cm®y un sonotrodo (Hielscher, modelo S24d14D, Teltow,
Alemania) con sellado en la celda. Ademas, se acoplé una camisa de refrigeracion para
termostatar el equipo, acoplando un tubo a la entrada y a la salida de la celda de flujo.
Para controlar la temperatura se utilizé un bafio de agua a 40°C que se circulaba a través
de la camisa de refrigeracion durante el tratamiento de la muestra. Los equipos eran
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esterilizados antes y después de cada tratamiento como se describe en el apartado
4.1.5.

BANO
TERMOSTATICO
(40°C) DATA LOGGER

¥ v
i |
; |
|
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SALIDA ENTRADA
DE AGUA DE AGUA

|
| | '
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__________________
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LECHE SIN — LECHE
TRATAR BOMBA TRATADA

Figura 2. Esquema del equipo de ultrasonidos de alta potencia.

En la Figura 2, se observa como la muestra sin tratar (Figura 2, 1) es impulsada a través
una bomba peristaltica (Figura 2, 2; Millipore Corporation, serie K92002058, Darmstadt,
Alemania) hasta el equipo de HPU (Figura 2, 4), donde se trata, para después recogerla
en un recipiente estéril (Figura 2, 3). En la parte superior se encuentra el bafo
termostatico (Figura 2, 5; Precisterm, J.P. Selecta, Abrera, Espana), con agua a 40°C,
que es recirculada desde el bafio hasta el equipo de HPU, para enfriarlo, y otra vez al
bafo. Finalmente, el data logger (Figura 2, 6; PCE Ibérica S.L.; Tobarra, Espafa) consta
de cuatro sondas que recogen datos de la temperatura inicial de la muestra (Figura 2,
S1), la temperatura del agua que entra desde el bafio (Figura 2, S2) y del agua que sale
hacia el bano (Figura 2, S3) y, por ultimo, la de |la muestra a la salida del equipo de HPU
(Figura 2, S4).

Puesta a punto. Calculo de los caudales

Igual que con el tratamiento de PEF, lo primero que se hizo en los ensayos de HPU fue
calcular experimentalmente el caudal en el equipo. Para ello, se utilizé tanto leche de
cabra como leche materna a 30°C. En este caso no se vari6 la temperatura porque ya
se habia observado que esta no tiene un efecto importante en el caudal, pero si se
utilizaron los dos tipos de muestras para ver si habia diferencias. Se midié el caudal
para cuatro velocidades diferentes de la bomba peristaltica (posiciones 1, 1.5, 2 y 2.5)
y para cada una de ellas se realizaron tres réplicas.

4.1.4. SC-CO:2+ HPU.
Equipo
El equipo de SC-CO2 + HPU fue disefiado y construido por el grupo ASPA de la

Universitat Politécnica de Valéncia. El mismo (Figura 3) estda compuesto por: tanque de
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COz almacenado a temperatura ambiente (Figura 3, 1), depdsito de reserva de CO2
mantenido a -18°C (Figura 3, 2), bomba dosificadora de diafragma (Figura 3, 3; LDB,
LEWA, Japén), bafio de agua termostatico (Figura 3, 4; 1812, Bunsen, Madrid, Espafa),
deposito de tratamiento de acero inoxidable (Figura 3, 5), transductor (Figura 3, 6), junta
de aislamiento (Figura 3, 7), ceramicas (Figura 3, 8), salida para la toma de muestras
(Figura 3, 9) y generador de ultrasonidos (Figura 3, 10). El equipo también contiene un
manometro y una sonda de temperatura (termopar tipo K) para medir la presiéon y
temperatura del depdsito de tratamiento, ademas de un sensor pt100 sumergido en el
bafo de agua termostatico para medir la temperatura del agua. Estos sensores se
conectaron a controladores digitales (E5CK, Omron, Hoofddorp, Paises Bajos) (Gomez-
Gomez et al., 2020).

\-—------

-
°
=N

Figura 3. Esquema del equipo de CO:2 supercritico asistido por ultrasonidos de alta potencia (SC-CO2 +
HPU). Figura extraida de Gomez-Gomez et al., 2020.

Para llevar a cabo el tratamiento, el CO2 es conducido desde el tanque (Figura 3, 1) al
depdsito enfriador (Figura 3, 2). Después, la bomba alimenta el CO:z liquido desde ahi
hasta el depdsito de tratamiento (Figura 3, 5), que consta de 600 mL de volumen interno
y tiene en su tapa un transductor de ultrasonidos (Figura 3, 6). El sistema de HPU
consiste en un transductor piezoeléctrico de alta potencia (> 1W/cmz2) compuesto por
dos ceramicas comerciales (Figura 3, 8; ATU, Espana), un sonotrodo, un sistema de
aislamiento y una unidad de generacién de energia. La potencia es de 50W + 5W (I =
250 + 10mA; U = 220 £ 5 V), medida con un dispositivo digital medidor de potencia,
modelo WT210 (Yogogawa, Japon) y la frecuencia es de 30 + 2 kHz.

Los ensayos realizados fueron de tipo discontinuo, por lo que la muestra a tratar se
introducia en el depdsito de tratamiento y se extraian muestras tras cada minuto durante
los cinco minutos que dura el tratamiento. El sistema de HPU se encendia cuando se
alcanzaba la presion requerida y a partir de ahi empezaba a contar el tiempo
transcurrido. Durante todo el tratamiento, la presién y la temperatura se mantuvieron
constantes y, tras él, las muestras eran depositadas en hielo para su analisis inmediato.
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4.1.5. Esterilizacion de los equipos.

Los equipos se esterilizaban antes y después de cada tratamiento. En el caso del uso
de PEF y HPU, se hacian pasar 400 mL de agua a aproximadamente 50°C, seguidos
de 300 mL de una disolucion de detergente-desinfectante industrial de superficies
externas al 4% v/v (Diversey Detalled, Barcelona, Espana) y 200 mL de agua destilada
a temperatura ambiente. Luego, se introducia alcohol etilico de 96° (Scharlab S.L.; Mas
d’En Cisa, Espafia) y se dejaba dentro del equipo durante cinco minutos. Tras eliminar
el alcohol del equipo se pasaban unos 400 mL de agua esterilizada en autoclave.

Por otra parte, el equipo de SC-CO2 + HPU se desinfectd dejando la disolucion de
detergente-desinfectante al 4% v/v dentro del equipo durante 5 minutos. Después, el
depdsito de tratamiento se enjuagé dos veces con agua destilada y una vez con agua
esterilizada en autoclave. Por ultimo, se depositaba la muestra dentro del recipiente
estéril y se sellaba y presurizaba inmediatamente.

4.1.6. Inactivaciéon microbiana en muestras de leche de cabra y materna.
41.6.1. PEF.

En estos ensayos se mantuvieron constantes las variables de frecuencia y de ancho de
pulso, en 50 Hz y 5 us, respectivamente. Por otra parte, las variables de voltaje (kV) y
caudal (mL/min) se variaron en los diferentes tratamientos. La intensidad de campo
(kV/icm) y la densidad de energia (kJ/L) a su vez dependen del voltaje y caudal. Las
condiciones utilizadas en los ensayos y que se muestran en las Tablas 2 y 3 (leche de
cabra y materna, respectivamente) fueron elegidas tras la puesta a punto del equipo
explicada en el epigrafe anterior.

En todos los experimentos, las muestras de leche tratada se obtuvieron tras un minuto
y medio, cuando la temperatura de salida ya se habia estabilizado, y se envasaron en
recipientes estériles para su posterior estudio microbiolégico.

41.6.2. HPU.

De los ensayos programados, solamente se pudieron llevar a cabo dos, uno de ellos
con leche de cabra y el otro con leche materna. Ambos fueron realizados a las mismas
condiciones: empleando un caudal de 46.9 mL/min, con una potencia acustica de 400W
y 24 kHz. El tiempo de residencia calculado fue de 44.19 segundos.

41.6.3. SC-CO2 + HPU.

Se llevaron a cabo tres experiencias combinando diferentes temperaturas y presiones
para ver el efecto de las variables sobre la inactivacion de microorganismos en las
muestras. Estos tres tratamientos fueron: uno a baja presion y temperatura (150 bar y
35°C), otro a alta presion y baja temperatura (350 bar y 35°C) y un ultimo a baja presién
y alta temperatura (150 bar y 50°C). Solo se trataron muestras de leche de cabra, pero
es de esperar que la leche materna se comporte de la misma forma bajo este
tratamiento.
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4.1.7. Determinacion de microorganismos mesoéfilos totales vy
enterobacterias.

Es importante tener en cuenta que las bacterias que se van a inactivar no son
inoculadas, sino que se trabaja con la microbiota natural de las muestras empleadas.
En este trabajo se analizaron tanto mesofilos aerobios como enterobacterias, aunque
solo estas ultimas estan contempladas en las normas microbioldgicas de los alimentos.
En estas, el limite maximo permitido de enterobacterias es de 10 UFC/mL (Reglamento
CE n° 1441/2007 de la Comisién, de 5 de diciembre de 2007, que modifica el
Reglamento CE n° 2073/2005 relativo a los criterios microbiolégicos aplicables a los
productos alimenticios).

Para contabilizar la inactivacion obtenida en cada uno de los tratamientos, se realizaron
dos tipos de recuentos de microorganismos. Por un lado, el recuento de mesdfilos
aerobios viables se realiz6 mediante siembra en superficie en Plate Count Agar (PCA,
Scharlab S.L.; Mas d’En Cisa, Espafia) y, por otra parte, el recuento de enterobacterias
se llevd a cabo mediante siembra en profundidad en Violet Red Bile Dextrose Agar
(VRBG, Scharlab S.L.; Mas d’En Cisa, Espana).

Se prepararon diluciones seriadas de las muestras y se cultivaron algunas de ellas
dependiendo del tratamiento y del tipo de leche (Tabla 1). En el caso de la siembra en
superficie, se vertio a la placa 100uL de la dilucién con una micropipeta (Socorex Acura
825, 0.5-10 yL, Suiza) y se extendié con un asa de siembra Drigalski de plastico
desechable (Scharlab S.L.; Mas d’En Cisa, Espana). En el caso de la siembra en
profundidad, se vertié a una placa Petri (Scharlab S.L.; Mas d’En Cisa, Espana) vacia
100uL de la diluciéon con una micropipeta y se vertio medio VRBG estéril y atemperado
a 40°C en un bano de agua (Precisterm, J.P. Selecta, Abrera, Espafa). Se realizaron
las determinaciones por triplicado.

Tabla 1. Diluciones seriadas cultivadas para los diferentes tratamientos y las diferentes determinaciones
microbioldgicas en leche de cabra y materna.

Tratamiento Leche Determinacion Diluciones
microbiolégica
PEF/HPU Cabra Meséfilos aerobios  Natural: 103, 102, 10"
Tratada: 10, 1
PEF/HPU Materna Meséfilos aerobios  Natural: 102, 10"
Tratada: 10, 1
PEF/HPU Cabra/materna Enterobacterias Natural: 107, 1

Tratada: 10, 1

SC-CO; + HPU | Cabra/materna Mesofilos aerobios  Natural: 103, 102, 10
Minuto 1: 102, 107, 1
Minutos 2, 3,4y 5: 107, 1
SC-CO,; + HPU | Cabra/materna Enterobacterias Natural: 107, 1

Tratada: 10, 1

Después, se incubaron en estufa (Bacteriological incubator “Incubat’, J.P. Selecta,
Abrera, Espana) a 35°C durante 24h. Tras pasar ese tiempo, se contaron las placas que
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tenian un minimo de 15 colonias y un maximo de 300 colonias (Vandevenne, 2002).
Después del recuento, se calculd la poblacién bacteriana inactivada tras cada
tratamiento. En los ensayos en los que se consiguié inactivar por completo los
microorganismos presentes se utilizé la Ecuacion 4, en la cual se calcula la poblacion
bacteriana total presente en la muestra antes del tratamiento. Por otro lado, en los
tratamientos en los que no se consiguio inactivar por completo los microorganismos
presentes se utilizd la Ecuacion 5, en la que se tiene en cuenta la diferencia entre los
microorganismos presentes antes y después del tratamiento. Los resultados quedan
expresados en ciclos logaritmicos (ciclos-log).

Inactivacion total (log,9) = —logqo(Ny) (Ecuacion 4)

donde No es la poblacién bacteriana presente en la muestra antes del tratamiento (UFC/mL).

Inactivaciéon parcial (log,) = logqg (Ni) (Ecuacion 5)
0

donde No es la poblacién bacteriana presente en la muestra antes del tratamiento (UFC/mL) y N es la
poblacién bacteriana presente después del tratamiento (UFC/mL).

4.1.8. Analisis estadistico.

Debido a la crisis sanitaria resultado del SARS-CoV-2 y, en consecuencia, la
interrupcién del trabajo en los laboratorios, no ha sido posible obtener un nimero de
observaciones suficiente para llevar a cabo el analisis estadistico de los resultados
derivados de los tratamientos con PEF y HPU. Sin embargo, en el caso del tratamiento
mediante SC-CO:2 + HPU si se han logrado resultados suficientes para realizar este
analisis.

En el desarrollo del analisis estadistico se ha utilizado el programa Statgraphics
Centurion XVII (Statgraphics Technologies, Inc., Virginia, USA). Para ello, se ha llevado
a cabo un ANOVA multifactorial con el objetivo de determinar si la presion, temperatura,
y tiempo de tratamiento determinan de manera significativa la inactivacion sufrida en las
muestras de leche de cabra tratadas con SC-CO2 + HPU.

4.2. Resultados y discusion.

4.2.1. PEF.

Relacis | caudal v la velocidad de la hom!

Se vieron caudales muy similares (datos no mostrados) para las dos temperaturas (25
y 30°C), por lo que la temperatura a la que se introdujo la muestra no tuvo un efecto
significativo sobre el caudal. Se decidié por tanto que las muestras se introducirian a
30°C. Por otra parte, se observaron caudales similares tanto si se utilizaba leche de
cabra como si se utilizaba leche materna, por lo que se empled una unica recta de
calibracion (Figura 4) entre el caudal y la velocidad de la bomba para ambos tipos de
leche. A partir de esta recta de calibracion se calcularon los caudales utilizados.
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Figura 4. Relacion entre el caudal obtenido para la leche de cabra y materna a 30°C en el equipo de PEF
y la velocidad de la bomba.

Temperaturas alcanzadas

Como era de esperar, se observo que los tratamientos que alcanzaban una mayor
temperatura eran en los que se aportaba mayor densidad de energia, y que ésta es
dependiente de factores como la intensidad de campo y el caudal (Figura 5). Esto
también es posible observarlo al representar la relacion entre la temperatura final y la
densidad de energia (Figura 6), en la que se confirma la existencia de una relacion lineal
entre ambas. Por otra parte, en cuanto a las temperaturas alcanzadas con respecto a la
densidad de energia no se vieron grandes diferencias entre los diferentes tipos de leche
(Figuras 5 y 6), por lo que, dado que la temperatura alcanzada depende del calor

especifico de cada tipo de leche, en el caso de la leche materna y la leche de cabra,
deben ser similares.

100~ M Leche de cabra
Leche materna
S 80+
g
= 60+ *
© *
3 *
- 3 3
o 0 2 5
£ '§ é 8 =
2 20 2 5
0-
20.00 25.00 30.00 32.26

Intensidad de campo (kV/cm)

Figura 5. Relacién entre la temperatura final (°C) y las distintas condiciones de intensidad de campo
(kV/cm) y densidad de energia (kJ/L). Las condiciones utilizadas en los experimentos de inactivacion se
encuentran marcadas con un asterisco (*).
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Figura 6. Relacion entre la temperatura final (°C) y la densidad de energia (kJ/L) en leche de cabra y leche
materna.

Tras estudiar las relaciones entre los diferentes pardmetros y lo que estos implican en
cuanto a la temperatura final, se decidi6 elegir tres condiciones para cada uno de los
tipos de leche, marcados con un asterisco en la Figura 5. Se seleccionaron tres de cada
uno con el objetivo de estudiar los efectos provocados en cuanto a inactivacion vy,
dependiendo de los resultados que se obtuvieran, elegir el mejor de ellos teniendo en
cuenta tanto la inactivacion producida como la temperatura alcanzada, ya que no se
pretende llevar a cabo un tratamiento térmico sobre la leche.

En el caso de la leche de cabra se eligieron condiciones con una densidad de energia
moderada (163.8 kJ/L, 255.9 kJ/L y 278.9 kJ/L), ya que no se queria trabajar con
temperaturas muy altas para no provocar dafos en ella. Por otro lado, en cuanto a la
leche humana se decidié utilizar las condiciones que ofrecian las mayores densidades
de energia (211.8 kJ/L, 227.5 kJ/L y 263 kJ/L) con el objetivo de trabajar a temperaturas
similares a las que obtendriamos con la leche de cabra.

Inactivacién de la microbiota

En leche de cabra se ha visto que los tratamientos con una intensidad de campo de 25
kV/cm y una densidad de energia de 255.9 kJ/L (Tabla 2, tratamientos 1, 2 y 3)
consiguen una inactivacion de mesofilos aerobios de entre 1.43 y 5.12 ciclos-log,
mientras que inactivan de manera notable las enterobacterias presentes. La variabilidad
obtenida en los resultados en cuanto a inactivacién es debida a que se partié de
concentraciones microbianas distintas antes del tratamiento. En las muestras en las que
se produjo una mayor inactivacion de mesofilos aerobios (3.65 y 5.12 ciclos-log) habia
una concentracion inicial de microorganismos del orden de 10° y 10° UFC/mL
respectivamente, mientras que en la muestra en la que se obtuvo una menor
inactivacién (1.43 ciclos-log) se partié de una muestra con una concentracion inicial de
microorganismos de 10° UFC/mL. En el caso de las enterobacterias, en el tratamiento
3 se inactivaron 2.62 ciclos-log, pero en los tratamientos 1y 2 no fue posible contabilizar
la concentracion antes del tratamiento dado que no se pudo ensayar la dilucion
adecuada y el numero de microorganismos por placa era excesivo, por lo que no se

19



pudo determinar la reducciéon microbiana. A pesar de esto, se pudo contabilizar las
enterobacterias que quedaron en la muestra tras el procesamiento. En el tratamiento 1
el recuento fue de 50 UFC/mL, mientras que en el tratamiento 2 fue de 5 UFC/mL. Este
ultimo se encuentra por debajo del limite legal (10 UFC/mL), explicado en el apartado
4.1.7. Sin embargo, en los tres tratamientos se consiguioé reducir la carga microbiana de
manera apreciable.

Por otra parte, en el tratamiento con las condiciones de intensidad de campo de 20
kV/cm y densidad de energia de 163.8 kJ/L (Tabla 2, tratamiento 4) no se ha registrado
inactivacién para ninguno de los microorganismos, por lo que se podria afirmar que, en
estas condiciones, el tratamiento no es efectivo para la pasteurizacion de leche de
cabra. Al ver que ese tratamiento no era satisfactorio, se bajo el caudal a 45.6 mL/min
manteniendo la intensidad de campo a 20 kV/cm, lo que aumentd la densidad de energia
a 278.9 kJ/L (Tabla 2, tratamiento 5), observandose que, con estas condiciones, se
mejoraban significativamente los resultados. En el caso de los mesdfilos aerobios se
consiguid inactivar 4.61 ciclos-log y en el de las enterobacterias se produjo una
inactivacién notable. De igual manera que con los tratamientos 1 y 2, tampoco fue
posible contabilizar la reduccién microbiana. Sin embargo, el recuento tras el tratamiento
fue de 2.5 UFC/mL, valor inferior al limite legal (10 UFC/mL).

Estos resultados sugieren que este tratamiento podria ser valido para pasteurizar la
leche de cabra, pero es necesaria mas investigacion al respecto para asegurar que se
alcanzan unas condiciones microbiologicas adecuadas.

Tabla 2. Inactivacion de la microbiota de leche de cabra mediante tratamientos de PEF.

Numero de | Caudal  Voltaje Intensidad Densidad Inactivacién  Inactivacion

tratamiento | (mL/min) (kV) de campo de mesdfilos enterobacterias
(kV/ecm) energia  aerobios (log1o (No/N))

(kJ/L) (log1o (No/N))

1 77.8 7.75 25 255.9 3.65 *

2 77.8 7.75 25 255.9 5.12 *

3 77.8 7.75 25 255.9 1.43 2.61 (total)

4 77.8 6.20 20 163.8 0 0

5 45.7 6.20 20 278.9 4.61 *

* No fue posible cuantificar la reduccién microbiana.

En el caso de la leche materna, se estudiaron tres tratamientos diferentes (Tabla 3). Dos
de ellos se llevaron a cabo con una intensidad de campo de 32.3 kV/cm, el primero con
una densidad de energia de 211.8 kJ/L (Tabla 3, tratamiento 6) y el segundo con una
densidad de energia de 263 kJ/L (Tabla 3, tratamiento 7), encontrandose una
inactivacion de mesdfilos aerobios de 1.57 y 3.63 ciclos-log, respectivamente. La
inactivacién de enterobacterias no fue posible contabilizarla en estos tratamientos
porque las muestras de leche empleada para el tratamiento carecian de ellas. En este
tratamiento se vio que, como se esperaba, al bajar el caudal (aumento de la densidad
de energia), para la misma intensidad de campo, aumentaba la inactivacion. De igual
manera, se esperaba que al bajar el voltaje para el mismo caudal disminuyera la
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inactivacion, por lo que se realizé un tercer tratamiento a una intensidad de campo de
30 kV/cm y densidad de energia de 227.5 kJ/L (Tabla 3, tratamiento 8). En éste se
cuantificd una inactivaciéon de mesdéfilos aerobios de 4.11 ciclos-log y de enterobacterias
de 2.27 ciclos-log, que fue superior a los resultados que esperabamos obtener. Estas
diferencias en las inactivaciones pueden ser explicadas por la variabilidad experimental,
ya que las muestras proceden de diferentes madres y por tanto poseen diferentes
concentraciones iniciales de bacterias y hasta composicion. Ademas, en esta muestra
también advertimos presencia de enterobacterias, las cuales generalmente no estan
presentes en la leche materna. No obstante, los resultados de inactivacion obtenidos
muestran que, en caso de que las hubiera en otras muestras, estas también serian
inactivadas.

Tabla 3. Inactivacion de la microbiota de leche materna mediante tratamientos de PEF.

Numero de | Caudal Voltaje Intensidad Densidad Inactivacion  Inactivacion
tratamiento | (mL/min) (kV) de campo de mesofilos enterobacterias
(kV/em) energia aerobios (log1o(No/N))
(kJ/L) (log1o (No/N))

6 56.7 10 32.3 211.8 1.57 No habia
enterobacterias

7 457 10 32.3 263 3.63 No habia
enterobacterias

8 45.7 9.3 30.0 227.5 4.11 2.27 (total)

Los diferentes estudios que se han llevado a cabo sobre esta técnica sostienen que es
un procedimiento que puede ofrecer productos lacteos seguros y estables, con una vida
util prolongada y mejores propiedades sensoriales y nutricionales, ya que las
temperaturas alcanzadas son menores que en los tratamientos térmicos y los tiempos
de residencia son bajos. Asi se consigue no perder tantas propiedades, tanto
sensoriales como funcionales, en comparacion con la pasteurizacién convencional.

En cuanto a los resultados de los tratamientos, puede ser dificil extrapolar las
conclusiones obtenidas entre diferentes trabajos (Soliva-Fortuny et al., 2009), ya que
cada grupo de investigacion utiliza equipos, condiciones y productos diferentes. Con el
objetivo de poder comparar resultados, se ha intentado tomar el parametro de densidad
de energia (kJ/L) como factor de control del tratamiento de PEF, aunque en muchos
articulos no esta descrito. Se trata de un parametro integral que tiene en cuenta las
variables mas importantes del proceso, como la intensidad de campo eléctrico, el tiempo
de tratamiento y la conductividad del medio a tratar (Mendes-Oliveira et al., 2020). Por
otro lado, el producto que se trata también puede influir significativamente en los
resultados. Algunos estudios reportan que la grasa y otros componentes pueden tener
un efecto protector de los microorganismos frente a los PEF (Martin et al., 1997; Min et
al., 2002), aunque otros estudios dicen que no existe una relacion significativa entre la
composicion y una menor efectividad del tratamiento (Dutreux et al., 2000; Reina et al.,
1998). Por ultimo, existen otros trabajos que ponen de manifiesto la necesidad de mas
investigacién al respecto, ya que todavia no se pueden obtener conclusiones claras y
fiables (Manas y Pagan, 2005).
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En la literatura se ha registrado que tratamientos de pasteurizacion de leche con
condiciones de entre 30 y 35 kV/cm y tiempo de residencia de 40 ps (densidad de
energia de entre 120 y 240 kJ/L) dan una temperatura final de alrededor de 60°C y son
capaces de conseguir una inactivacion mayor a 4 ciclos-log de microorganismos como
Salmonella spp., E. coli, Pseudomonas spp., S. aureus, Listeria spp. y bacterias acido
lacticas; todo ello sin producir grandes efectos negativos en las propiedades
organolépticas y nutritivas (Buckow et al. 2014). Este tratamiento se corresponderia
aproximadamente con el tratamiento realizado en leche materna con una intensidad de
campo de 30 kV/cm y una densidad de energia de 227.5 kJ/L (Tabla 3, tratamiento 8),
en el que se consiguieron inactivaciones de 4.11 ciclos-log en mesdfilos aerobios e
inactivacion total en enterobacterias (2.27 ciclos-log), obteniendo una temperatura final
alrededor de los 60°C. Ya que en el trabajo de Buckow et al. (2014) no se vieron
practicamente efectos negativos y se han obtenido buenos resultados en cuanto a
inactivacion, estas condiciones podrian ser buenas candidatas para continuar los
ensayos con esta tecnologia.

Como se ha mencionado anteriormente, la temperatura es muy importante para la
inactivacion microbiana mediante PEF. Es por esto que varios grupos de investigacion
han estudiado la viabilidad de la inactivacién microbiana con bajas temperaturas finales,
obteniendo en alimentos liquidos inoculados una reduccion de hasta 6 ciclos-log con
una intensidad de campo de 60 kV/cm y sin superar los 40°C (Qin et al., 1998).

En el caso de este trabajo, los mejores resultados se obtuvieron a temperaturas mas
altas de 40°C, las cuales corresponden a densidades de energia moderadas como 255.9
kJ/L 'y 278.9 kJ/L (Figura 5). Ademas, se ha comprobado que cuando se llevan a cabo
estos tratamientos con la muestra a una temperatura moderada (entre los 50 y 60°C) se
consiguen inactivaciones mas altas. Por ejemplo, segun Buckow et al. (2014), en
tratamientos con leche a diferentes temperaturas (entre 15 y 40°C y entre 50 y 55°C)
para las mismas condiciones (31 kV/cm, 139.4 kJ/L y tiempo de residencia de 19.2 us)
se vieron grandes diferencias, consiguiendo la mayor inactivacion, de 5 ciclos-log, a
55°C. Por otra parte, estos mismos autores comprobaron que el tratamiento de la misma
muestra sélo con temperatura dio lugar a una inactivacion de 0.2 ciclos-log, por lo que
se concluyd que la inactivacién no era debida al aumento de temperatura, sino al efecto
sinérgico de los PEF con las temperaturas moderadas. Estos mismos resultados se han
observado en otros estudios, reportando un aumento de mas de 1 ciclo-log al aumentar
la temperatura de 25°C a 50°C para un mismo tratamiento (Reina et al., 1998). Algunos
grupos de investigacion relacionan la mejor inactivacion al aumentar la temperatura con
una disminucion en el potencial de ruptura eléctrica de la membrana, por lo que aumenta
la fluidez de la membrana, viéndose afectada su estabilidad fisica y disminuyendo el
valor de campo eléctrico critico mencionado anteriormente (Sampedro, 2008). Por tanto,
es posible afirmar que, alcanzar temperaturas relativamente altas en estos tratamientos
permite conseguir una mayor inactivacién y mejores resultados con menor tiempo de
residencia.

También se ha visto que esta combinacién de temperaturas moderadas y PEF
aumentan la vida util de la leche hasta 24 dias, lo que la iguala al tiempo de vida util de
la leche comercial pasteurizada. Si a esto se le anade que el tratamiento de PEF con
temperaturas moderadas permite un ahorro de energia notable cuando es comparado
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con los tratamientos convencionales de pasteurizacion térmica de leche, se convierte
en un candidato muy competitivo frente a estos ultimos (Sepulveda et al., 2009).

4.2.2. HPU.

Relacid | caudal v la velocidad de la boml

Se obtuvieron caudales practicamente iguales para la leche de cabra y la leche materna
(datos no mostrados), por lo que es posible afirmar que su comportamiento de flujo es
similar en el sistema de HPU. Por lo tanto, se empled una unica recta de calibracion
(Figura 7) entre el caudal y la velocidad de la bomba para ambos tipos de leche.
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Figura 7. Relacién entre el caudal obtenido para la leche de cabra y materna a 30°C en el equipo de HPU
y la velocidad de la bomba.

Inactivacién de la microbi

En el tratamiento de leche de cabra se llegd a una temperatura final de 53.2°C y se
consiguid una inactivacién de mesofilos aerobios de 0.50 ciclos-log, mientras que de
enterobacterias se consiguié una inactivacion de 0.66 ciclos-log. Por otra parte, en el
tratamiento de leche materna a las mismas condiciones se alcanzé una temperatura
final de 52.9°C y se registrd una inactivacion de mesofilos aerobios de 0.69 ciclos-log.
La inactivacion de enterobacterias no fue posible contabilizarla porque la muestra inicial
carecia de ellas.

En otros estudios, se ha visto que los ultrasonidos combinados con temperaturas no
muy altas aumentan el poder de inactivacion del tratamiento. En un ensayo en el que
leche cruda de procedencia animal no inoculada era recirculada durante 18 minutos con
condiciones de 20 kHz y 150 W, se vio un aumento de la inactivacién de 3.13 a 4.82
ciclos-log aumentando la temperatura de salida de 20°C a 57°C (D’Amico et al., 2006).
Esto también se ha observado en productos no lacteos, como zumos de diferentes frutas
inoculados en los que se obtuvieron mejores resultados a 60°C que a 40°C o a 50°C
(Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas, 2012) o caldos de cultivo inoculados en los que
se ha observado un aumento de 2.5 ciclos-log en la inactivacion de P. fluorescens
inoculada tras aumentar la temperatura de 43.1°C a 61.6°C. Este efecto se ve también
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para S. thermophilus, pero de manera mas atenuada, posiblemente debido a que se
trata de una bacteria termdfila (Villamiel y Jong, 2000).

La temperatura final del producto tratado sera mayor cuanto mayor sea el tiempo de
residencia. En el caso expuesto en este trabajo, la temperatura final del producto fue de
alrededor de 53°C tras un tiempo de residencia de 44.19 segundos, consiguiendo
inactivaciones de entre 0.50 y 0.69 ciclos-log. En un ensayo similar en el que se traté
leche cruda de vaca sin inocular, se reportd una inactivacién de 0.2 ciclos-log tras 34.1
segundos y temperatura final de 48.6°C, y de 0.6 ciclos-log tras 56.3 segundos y
temperatura final de 62.0°C (Villamiel y Jong, 2000). Comparando ambos estudios, se
observa que en el presente trabajo se han obtenido practicamente los mismos
resultados en menos tiempo, por lo que se sugiere que se podria mejorar la inactivacion
obtenida aumentando el tiempo de residencia mediante el empleo de un conjunto de
celdas de tratamiento en serie.

No se han realizado muchos estudios empleando ultrasonidos de potencia como
tratamiento de inactivacion en leche, y la mayoria de ellos son de tipo discontinuo, pero
se ha demostrado que un sistema de flujo continuo presenta beneficios como la mejor
homogeneizacién del producto resultante y un menor consumo de energia frente al
discontinuo (Piyasena et al., 2003). Por tanto, el tratamiento de tipo continuo de leche
con ultrasonidos de potencia podria ofrecer ventajas no solo en cuanto a las
propiedades nutricionales y organolépticas, sino también suponiendo un procesamiento
mas sostenible.

4.2.3. SC-CO2+ HPU.

Estos ensayos se realizaron con leche de cabra y se llevaron a cabo tres tratamientos,
variando la presion y temperatura.

Mesofilos aerobios

En el tratamiento a baja presion y temperatura (150 bar y 35°C), los mesofilos aerobios
sufrieron una inactivacion progresiva hasta llegar a su totalidad (4.72 ciclos-log) en el
minuto 5 (Figura 8).

En el caso de la condicidon de alta presion y baja temperatura (350 bar y 35°C), los
mesdfilos aerobios se inactivaron totalmente (4.39 ciclos-log) en el minuto 4 (Figura 8).
Comparandolo con la condicién anterior, se vio que al aumentar la presién se conseguia
una inactivacién mas temprana, suponiendo un minuto menos de tratamiento.

Por dltimo, al aumentar la temperatura a 50°C manteniendo la presién a 150 bar se vio
que los mesdfilos aerobios eran inactivados totalmente (4.35 ciclos-log) en el minuto 2
(Figura 8), reduciendo asi notablemente el tiempo de tratamiento y consiguiendo la
misma inactivacion (total) que en las condiciones anteriores.
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CO, supercritico + HPU (meséfilos aerobios)
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Figura 8. Inactivacion de mesofilos aerobios con tratamientos de SC-CO; + HPU a tres condiciones de
presion y temperatura diferentes.

Enterobacterias

Bajo la condicién de baja presién y temperatura (150 bar y 35°C), se vio una inactivacién
rapida de las enterobacterias (Figura 9), ya que en el minuto 2 ya se habia conseguido
una inactivacion total (3.3 ciclos-log).

En el tratamiento de 350 bar a 35°C, las enterobacterias se inactivan totalmente (2.86
ciclos-log) en el minuto 1 (Figura 9), produciéndose por tanto la inactivacion en un menor
tiempo de tratamiento que con la condicién anterior.

Por ultimo, al aumentar la temperatura, manteniendo la presion baja (150 Bar y 50°C),
las enterobacterias fueron inactivadas totalmente (3.29 ciclos-log) en el minuto 2 (Figura
9), obteniendo en consecuencia un resultado similar a la condicion de baja presion y
temperatura.

CO, supercritico + HPU (enterobacterias)

— O ccvorrverrmerrrersnrtt s
Z -e— 150 bar 35°C
2_1_ ==~ 150 bar 50°C
b 350 bar 35°C
)
B
)
8
£ 43
B ——
©
£

“' ) 1 1

0 2 4 6

Tiempo (min)

Figura 9. Inactivacion de enterobacterias con tratamientos de SC-CO, + HPU a tres condiciones de
presién y temperatura diferentes.

En todas las muestras se puede ver que hay mas mesofilos aerobios que

enterobacterias, y que estas ultimas se inactivan totalmente en un tiempo menor que
los primeros.
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En el caso de los mesdfilos aerobios, el tratamiento mas eficaz es el de bajas presiones
y alta temperatura (150 bar y 50°C), en el que se consigue inactivaciéon total tras 2
minutos de tratamiento (Figura 8). Esto se puede corroborar con el analisis estadistico
realizado, en el que se ve un efecto significativo de la temperatura a la cual se lleva a
cabo el tratamiento (p < 0.05), como se observa en la Figura 10. Asimismo, el analisis
confirma que la presion aplicada en el tratamiento no presenta un efecto significativo
sobre el resultado de inactivacion (p > 0.05, Figura 11). Por ultimo, el tiempo de
tratamiento también ejerce un efecto significativo (p < 0.05) en la inactivacién resultante.
En los ensayos se ha visto que en el minuto dos ya se produce inactivacion total, hecho
que se reafirma en el analisis estadistico realizado. En él, se ven tres grupos
homogéneos diferenciados segun el tiempo de tratamiento (Figura 12): por un lado
hasta el minuto 1, por otro lado desde el minuto 2 al 3, y por ultimo del minuto 4 al 5.

Means and 95,0 Percent LSD Intervals

Inactivacion (-log10)

35 50
Temperatura (°C)

Figura 10. Medias e intervalos LSD de la inactivacion de mesdéfilos aerobios en leche de cabra mediante
SC-CO2 + HPU a diferentes temperaturas.
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Figura 11. Medias e intervalos LSD de la inactivacion de mesdfilos aerobios en leche de cabra mediante
SC-CO2 + HPU a diferentes presiones.
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Figura 12. Medias e intervalos LSD de la inactivacion de mesdfilos aerobios en leche de cabra mediante
SC-CO2 + HPU a diferentes tiempos de tratamiento.

Por otro lado, en cuanto a las enterobacterias, es mas eficaz el tratamiento con la
presion mas alta a baja temperatura (350 bar y 35°C), ya que la inactivacion total ocurre
en el primer minuto (Figura 9). Esto se confirma en el analisis estadistico, en el cual la
presion a la que se desarrolla el tratamiento presenta un efecto significativo sobre la
inactivacion de las enterobacterias (p < 0.05) y, por el contrario, la temperatura no
produce un efecto significativo en la inactivacion final (p > 0.05). Esto se aprecia en las
Figuras 13 y 14, que representan las medias e intervalos LSD para un valor de confianza
del 95% de la variable presion y la variable temperatura, respectivamente. De igual
manera, en el analisis estadistico se confirma que el tiempo que dura el tratamiento
también tiene efecto significativo sobre el resultado final (p < 0.05), resultando dos
grupos homogéneos que se pueden distinguir facilmente en la Figura 15: por una parte
hasta el minuto 0.5 de tratamiento y por otra parte desde el minuto 1 hasta el minuto 5
de tratamiento. Esto refleja lo que ya se ha visto en los resultados presentados: la
inactivacion total de las enterobacterias en el primer minuto mediante este tratamiento.

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Figura 13. Medias e intervalos LSD de la inactivacién de enterobacterias en leche de cabra mediante SC-
CO2 + HPU a diferentes presiones.
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Figura 14. Medias e intervalos LSD de la inactivacion de enterobacterias en leche de cabra mediante SC-
CO2 + HPU a diferentes temperaturas.
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Figura 15. Medias e intervalos LSD de la inactivacion de enterobacterias en leche de cabra mediante SC-
CO2 + HPU a diferentes tiempos de tratamiento.

A nivel global, el tratamiento de baja presion y alta temperatura (150 bar y 50°C) es el
que ofrece un mejor resultado, ya que se consigue inactivar todos los microorganismos
en el minuto 2 (Figuras 8 y 9). Sin embargo, faltaria probar un ultimo tratamiento a alta
presién y a alta temperatura (350 bar y 50°C) para comprobar si con esta combinacion
se consiguen mejores resultados y una inactivacién mas rapida de toda la poblacion
bacteriana.

En los tres tratamientos realizados, las muestras de leche no sufrieron un aumento de
temperatura, por lo que es de esperar que no se vean afectadas sus propiedades
organolépticas, ofreciendo una gran ventaja con respecto a los tratamientos
tradicionales.

En cuanto a la inactivacion de microorganismos, la combinacion de fluidos supercriticos
con ultrasonidos de potencia es una técnica muy novedosa, de manera que no hay
muchos articulos publicados que utilicen este tratamiento. Sin embargo, multiples
estudios han demostrado la eficacia de los fluidos supercriticos a la hora de inactivar
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poblaciones bacterianas, por lo que se comparara en primer lugar los resultados
obtenidos en este trabajo con los de SC-CO2 presentes en la literatura. Oulé et al. (2006)
reporto la reduccion de E. coli (enterobacteria) en 1 ciclo-log tras un tratamiento de 11
minutos a 120 bar y 40°C. Al aumentar la presion a 250 bar manteniendo la temperatura
a 40°C, se vio que el tiempo para conseguir la inactivacion de un ciclo-log se reducia a
6 minutos. Manteniendo estas ultimas condiciones durante 30 minutos, se llegd a
inactivar hasta 6 ciclos-log.

Por otra parte, se consiguié la inactivaciéon de 8 ciclos-log de L. monocytogenes
(mesdfilo aerobio) tras 120 minutos de tratamiento a una presion de 200 bar y
temperatura de 33°C (Soares et al.,, 2013). En otro estudio relevante realizado por
Spilimbergo et al. (2007) se llevd a cabo un tratamiento a 100 bar y 36°C sobre una
poblacion de S. cerevisiae (mesofilo aerobio), consiguiendo una reduccion en la
poblacion de 4.6 ciclos-log tras 50 minutos.

Es posible ver que los tiempos de tratamiento son mas altos que los obtenidos en los
ensayos desarrollados en este trabajo para unas condiciones de tratamiento similares.
Esta reduccion en los tiempos es debida a la combinacién de CO:2 supercritico con
ultrasonidos de potencia, que se puede ver también en otros estudios publicados. En
este sentido, resulta interesante un ensayo sobre poblaciones bacterianas de E. coli
(enterobacteria) y S. cerevisiae (mesdfilo aerobio) inoculadas en medios de cultivo LB e
YPD Broth (Ortufio et al., 2014). En el caso de E. coli se alcanz6 una reduccién de 0.3,
0.9 y 8 ciclos-log tras 5 minutos de tratamiento con CO2z supercritico, ultrasonidos y la
combinacion de ambos respectivamente. Por otro lado, en el caso de S. cerevisiae se
consiguioé una reduccién de 6.83 ciclos-log tras 2 minutos de tratamiento combinado,
mientras que en el mismo tiempo con solo CO2 supercritico o solo ultrasonidos no se
reporté ninguna reduccion en la poblacion bacteriana. Por otra parte, en un tratamiento
de zumo de manzana inoculado con S. cerevisiae (mesofilo aerobio) también se han
visto diferencias entre estas dos técnicas, consiguiendo para condiciones de 200 bar,
36°C y tiempo de residencia de 3.1 minutos una inactivacién de 4.3 ciclos-log s6lo con
SC-COg2, frente a los 6.8 ciclos-log logrados al utilizar la combinaciéon de ambas técnicas
(Paniagua-Martinez et al.,, 2016). En el caso de S. cerevisiae (mesofilo aerobio)
inoculado en YPD Broth y zumo de naranja y manzana se vio que eran necesarios 50
minutos para inactivar 8 ciclos-log a presién de 350 bar y temperatura de 36°C al tratar
con SC-COz2, mientras que suplementando el tratamiento con HPU el tiempo se reducia
a 2 minutos para la misma inactivacion (Ortuio et al., 2012). Estos resultados de
diferentes estudios refuerzan que el tratamiento con CO:2 supercritico asistido por
ultrasonidos de potencia mejora la inactivacidon en muestras de diferente procedencia,
tanto con bacterias inoculadas como con microbiota natural, que seria el caso que se
expone en este trabajo.

Ademas, este efecto sinérgico se ha visto que aumenta con la temperatura y la presion,
tanto para enterobacterias (E. coli) como para meséfilos aerobios (S. cerevisiae) (Ortufio
et al., 2014). Se observo que para el mismo tratamiento a 31-36°C se producia una
inactivacion total (7-8 ciclos-log) tras 7 minutos y al aumentar la temperatura a 40°C ésta
se producia en tan soélo 3 minutos. De igual manera, para una misma temperatura tras
1 minuto de tratamiento se consiguio inactivar 2.5 ciclos-log a 100 bar, 4.6 ciclos-log a
225 bary 5.4 ciclos-log a 350 bar. Esto se refleja en el estudio llevado a cabo, dado que
se ha visto que la inactivacién aumenta al incrementar la temperatura en el caso de los
mesdfilos aerobios y la presion en el caso de las enterobacterias. Sin embargo, cabra
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comprobar si al aumentar ambas condiciones mejora aun mas la inactivacion o si hay
un factor mas importante que otro y sélo es necesario aumentar una de ellas.

Por tanto, es posible afirmar que, con el objetivo de inactivar microorganismos en leche,
la combinacion de fluidos supercriticos con ultrasonidos de potencia es mucho mas
efectiva que el tratamiento con soélo fluidos supercriticos. Segun Ortuiio et al., la
aplicacion de ultrasonidos de potencia mejora la inactivacion ya que acelera la
solubilizacion de CO:2 en el medio, facilitando asi la entrada de este en las células
microbianas y acelerando su muerte. Ademas, esta tecnologia proporciona un tiempo
de vida util de la leche cruda mayor a 35 dias y mejores propiedades organolépticas que
la misma leche tratada mediante procedimientos térmicos (Giacomo et al., 2009), por lo
que ofrece una ventaja competitiva frente a estos ultimos.

Si se comparan los diferentes métodos tratados en este trabajo, en la literatura se puede
observar que todos presentan caracteristicas interesantes y que alguno de ellos podria
sustituir en un futuro préximo los tratamientos térmicos convencionales. Sin embargo,
es necesario estudiar los efectos de cada tratamiento de manera individual para cada
alimento ya que estos poseen caracteristicas diferentes. En el caso de la leche, con
PEF ha sido posible conseguir inactivaciones de entre 1.43 y 4.62 ciclos-log en
mesofilos aerobios e inactivacion notable en enterobacterias, resultados que son
alentadores ya que se consigue un producto final con concentraciones de
microorganismos mas bajas que el limite legal establecido. Por otro lado, con HPU no
se han conseguido buenos resultados, ya que sélo se han obtenido reducciones en la
poblacion bacteriana menores a 0.7 ciclos-log. No obstante, el tratamiento mas
prometedor ha sido el de SC-COz + HPU, en el que se ha conseguido inactivacion total
de todos los microorganismos en tan sélo 2 minutos y sin elevar la temperatura del
producto, por lo que resulta muy interesante continuar su estudio y su puesta a punto
para la pasteurizacion de leche materna y comercial. Asimismo, es de interés continuar
el estudio del efecto de estos tratamientos sobre la composicion nutricional,
componentes bioactivos, conformacion y propiedades organolépticas de la leche.

5. Conclusiones.

1. Es necesario desarrollar nuevos meétodos de procesado de alimentos que
aseguren propiedades nutricionales y organolépticas 6ptimas, concretamente en
el campo de la leche materna y comercial.

2. Actualmente, existen varios métodos no térmicos interesantes, pero es
necesaria su optimizacion y puesta a punto en los diferentes productos para
asegurar alimentos con las caracteristicas y estabilidad 6ptimas.

3. Esta cobrando importancia el estudio de combinaciones de diferentes métodos
no térmicos para describir los efectos sinérgicos que muestran e investigar si son

Utiles para la pasteurizacion de leche.

4. En este trabajo, los tratamientos con PEF han aportado buenos resultados, pero
es necesario continuar su investigacion ya que no se cuenta con suficiente
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evidencia estadistica para poder afirmar con seguridad que alguno de estos
tratamientos sea valido para pasteurizar leche.

5. Sobre el tratamiento con HPU no es posible realizar afirmaciones ya que no se
dispone de suficiente evidencia estadistica, pero en base a los resultados
preliminares, no parece ser un método util para la pasteurizacién de leche.

6. Lacombinacion de COz2 supercritico con ultrasonidos de potencia ha demostrado
poseer un efecto sinérgico y proporcionar resultados muy prometedores en
cuanto a la pasteurizacion de leche, reduciendo en gran medida el tiempo de
tratamiento sin aumentar la temperatura del producto.
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