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RESUMEN

Se han determinado cinéticas de inactivacién de E. coli CECT 433 por
altas presiones hidrostaticas inoculada en caldo nutriente (pH 7,4+0,2), para
un rango de presiones de 150, 175, 200 y 225 MPa con tiempos de
exposicion de 0 a 14 minutos y temperatura constante de 25°C. Las curvas
de supervivencia se ajustaron a tres modelos matematicos: Weibull, Baranyi
y Gompertz. La mejor bondad de ajuste fue el obtenido por la ecuacion
modificada de Gompertz siendo los valores de R%*c =0,990, un RMSE=0,138.
La validacion de los modelos matematicos fue a través del calculo de factor
de ajuste y exactitud (Ar y B¢), siendo mejor el modelo de Gompertz.
Finalmente, se determiné el parametro cinético secundario (Z (P)) o
constante de resistencia a presion, respectivo a cada modelo, en concreto
dicho valor determinado por el modelo de Gompertz resulté de 125 MPa.

ABSTRACT

It has been determined inactivation kinetics of E. coli CECT 433 by high
hydrostatic pressure inoculated in nutrient broth (pH 7.4 + 0.2), for a range of
pressures of 150, 175, 200 and 225 MPa with exposure times of 0 to 14
minutes, and 30°C. The survival curves were adjusted to three mathematical
models: Weibull, Baranyi and Gompertz. The best goodness of fit was
obtained for the modified Gompertz equation with of values R*c = 0990, and
RMSE = 0138. The validation of mathematical modeling was done through
calculating accuracy and bias factor (As and Bs), being the best Gompertz
model. Finally, it was determined the secondary kinetic parameter (Z (P)) or
constant resistance to pressure, for each model, specifically the value
determined by the Gompertz model resulted in 125 MPa.

RESUME

S’han determinat cinéetiques d’inactivaciéo de E. coli CECT 433 utilitzant
altes pressions hidrostatiques, inoculant en caldo nutritiu (pH 7,4+0,2), en un
interval de pressions de 150, 175, 200 y 225 MPa amb temps d’exposicio de
0 a 14 minuts. Les curves de supervivencia es van ajustar a 3 models
matematics: Weibull, Baranyi i Gompertz. La millor bondat d"ajust es va
obtindre amb I'equacié modificada de Gompertz amb valors de R°c = 0990 i
RMSE = 0138. La validacio dels models matematics es va fer mitjangant el
calcul del factor d’ajust i d’exactitud (A i Bf) resultant millor el model de
Gompertz. Finalment, es va determinar el parametre cinétic secundari (Z (P))
o constant de resistencia a la pressio, respectiu per a cada model, en
concret el valor determinat utilitzant el model de Gompertz resulta de 125
MPa.

PALABRAS CLAVE. Cinéticas de inactivacion, Escherichia coli, altas
presiones hidrostaticas (APH), microbiologia predictiva.



INTRODUCCION

Tradicionalmente el método mas utilizado para la conservacion de
alimentos ha sido el tratamiento térmico. La utilizacion de la temperatura
como principal mecanismo en la reduccion de la actividad de agua de los
alimentos y como consecuencia la inhibicién del desarrollo microbiolégico
data de méas de 5000 afios.

La necesidad de crear y fomentar alternativas al tratamiento térmico con
vista a conseguir una mejor calidad organoléptica de los productos
procesados, es el principal motivo por lo que se esta estudiando tecnologias
emergentes de conservacion, como las altas presiones hidrostaticas.

La Alta Presion Hidrostatica (APH) es una técnica fisica no térmica que
esta siendo investigada para el procesado minimo de alimentos y se esta
utilizando por la industria para el procesado de algunos alimentos como
alternativa a la pasteurizaciéon térmica, ya que, inactiva e inhibe el desarrollo
de microorganismos y enzimas degradantes, provocando un efecto
perjudicial minimo sobre la calidad sensorial de los alimentos (Chen y
Hoover, 2003).

Las APH actian instantanea e uniformemente a través de la masa del
alimento independientemente de su tamafio, forma o composicion, esto se
debe a que la tecnologia esta basada en dos principios basicos (USFDA,
2000):

1. Principio de Le Chatelier: Todo fenédmeno que se acompafa de una
disminucién de volumen se ve acelerado por un aumento en la
presion.

2. Principio de Pascal: La presion aplicada en un punto de un liquido
contenido en un recipiente se transmite con el mismo valor a cada
una de las partes del mismo.

Asi, podemos describir la presion hidrostatica como la fuerza por unidad
de area que ejerce un liquido en reposo sobre las paredes del recipiente que
lo contiene y sobre cualquier cuerpo que se encuentre sumergido.

Desde la década de los 90, el mercado japonés introdujo productos
procesados por esta tecnologia, y actualmente se esta aplicando, entre
otros, a los productos a base de frutas, ya que se asegura su pasteurizacion
debido a la alta acidez de los productos (pH 3 — 4) que desfavorecen el
desarrollo de bacterias patdgenas siendo también un modo de tratamiento
con potencialidad por su mejor retencion del sabor y aroma de la fruta.

Dentro del campo de la inocuidad y seguridad alimentaria, existe la
necesidad de describir el comportamiento microbiano ya sea en medios de
referencia o0 en los propios alimentos cuando es sometido a diversas
condiciones de presion, pulsos eléctricos o cualquier otra tecnologia



emergente; combinada o no con calor u otros factores de estrés como pH,
actividad de agua, concentracion de sal, antimicrobianos, etc. pues su
comportamiento es distinto (USFDA, 2000). La microbiologia predictiva, el
campo de estudio que combina elementos de microbiologia, mateméticas y
estadistica, se encarga de desarrollar modelos que permita hacer
predicciones en crecimiento o muerte de microorganismos cuando son
sometidos a diferentes condiciones ambientales (Linton, 1995).

Inicialmente relaciones matematicas lineales fueron usadas para describir
cinéticas de inactivacion tras tratamientos térmicos, determinandose
paradmetros primarios como el tiempo de reduccion decimal (valor D) que es
el tiempo necesario para la reduccion de 1 ciclo logaritmico en la fraccion de
supervivientes. La influencia de la temperatura en la muerte celular viene
determinada por la constante de resistencia térmica (z (T)), parametro
cinético secundario, definido como la temperatura necesaria para la
reduccion de un ciclo logaritmico en el valor de D. Poblaciones microbianas
con parametros cinéticos mas resistentes a los cambios de temperatura son
descritas por un mayor valor de z (T). Los ejemplos mas evidentes son el
mayor valor de z (T) de las esporas en comparacion con células vegetativas
(USFDA, 2000).

Actualmente, se ha observado que la obtencibn de cinéticas de
inactivacion tanto por tratamientos térmicos como en altas presiones, no
siguen una cinética de primer orden (Pérez et al., 2007). Por tanto, la
definicion de curvas de supervivencia con modelos lineales ya no supone
una descripcion exacta de la realidad (USFDA, 2000), es por ello, que existe
la necesidad de ajustar los datos experimentales a modelos no-lineales y
determinar paradmetros cinéticos primarios y secundarios, similares al valor
de Dy z, del modelo tradicional de tiempo de muerte térmica (Yamamoto et
al., 2005). Existen estudios mas recientes en los que ya se emplean diversos
modelos matematicos alternativos para describir estas curvas no lineales
(Chen y Hoover, 2003; Chen y Hoover, 2004; Erkmen y Dogan, 2004,
Yamamoto et al., 2005; Koseki y Yamamoto, 2007; Pina Pérez et al., 2007,
Buzrul et al., 2008).

La determinacion de estas constantes cinéticas proporciona informacion
esencial para la evaluacion del riesgo microbiologico en alimentos estando
intimamente relacionada con la evaluacion de la exposicién, ademas,
permite a la industria controlar la seguridad de sus procesos conservacion
por esta tecnologia. (NACMCF, 2006).

Por ende, el objetivo del presente trabajo se dirige hacia el estudio del
efecto de las altas presiones hidrostaticas sobre la inactivacion de E. coli
CECT 433 en medio de referencia, ajustar las curvas de supervivencia a tres
modelos no-lineales, la distribucion de frecuencia de Weibull, el modelo de
Baranyi, y la ecuacibn modificada de Gompertz; establecer parametros
cinéticos, comparar la bondad del ajuste, desarrollar y validar un modelo
secundario que prediga la fraccion de supervivientes en funcion de la presion
y el tiempo.



MATERIALES Y METODOS

Preparacion del cultivo de células madre.

La muestra liofilizada de E. coli CECT 433 fue proporcionada por la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. Para su rehidratacion se transfirio a 10
mL de caldo nutriente (NB) (Scharlab Chemie S. A., Barcelona, Espafia).
Después de 30 minutos, 5 mL del cultivo se inocularon en 100 mL de NB y
se incubaron a 37° C bajo agitacion continua (200 rpm) durante 30 minutos.
Cuarenta mL del cultivo resultante se transfirieron a 400 mL de NB y se
incubaron durante 8 h a la misma temperatura y condiciones de agitacion.
Las células fueron centrifugadas dos veces a 3826 x g durante 15 min a 4°C
y resuspendidas en NB. Después de la segunda centrifugacioén, las células
se resuspendieron en 30 mL de NB con un 20% de glicerol y se depositaran
en crioviales de plastico estériles de 2 mL. Las muestras de 2 mL fueron
inmediatamente almacenadas a -80°C hasta que se necesitaron. La
concentraciéon aproximada fue de 1.56 x 10 ? UFC/mL.

Preparacién del cultivo para estudios de inactivacion

Para la obtencidén del cultivo, un vial de los anteriormente descritos se
descongeld, y 1 mL se inocul6 en un matraz con 300 mL de NB, se mantuvo
a 37°C a 200 rpm por 12 h obteniéndose células en fase de crecimiento
estacionaria. Pasado este tiempo, las células fueron centrifugadas dos veces
a 3826 x g durante 15 min a 4° C, y resuspendidas en NB. Después de la
segunda centrifugacion las células se resuspendieron en 80 mL de NB con
un 20% de glicerol y se depositaran en crioviales de plastico estériles de 2
mL. Las muestras fueron almacenadas a —80°C hasta que se necesitaron
para los estudios de cinéticas de inactivacion. La concentracion estimada fue
de 1.73 x 10° UFC/mL.

Tratamiento por APH

Previo a los estudios de inactivacion, se descongelé un vial de los
descritos anteriormente y se inocul6 1 mL del cultivo en 9 mL de NB. La
muestra se introdujo en 3 tubos Eppendorf de 1.5 mL completamente llenos.
Los viales se depositaron en bolsas de polietiieno llenas de agua y se
sellaron térmicamente (Thermosealer MULTIVAC), antes de ser introducidos
en el equipo de APH (High Pressure Food Processor; EPSI, Belgium). La



vasija contendora de la presion hidrostatica (diametro interno de 100 mm y
altura de 300 mm) estd rodeada de una doble cdmara por la que fluye el
liquido refrigerante y que la mantiene a la temperatura de trabajo deseada.
El liquido de presurizacion es una mezcla de agua y glicol. El nivel de
presion, el tiempo de presurizacion y la temperatura son controlados
automaticamente. La velocidad del incremento de la presion es de 300
MPa/min y el tiempo de despresurizacion es menor a 1 min. El tiempo de
tratamiento descrito en este estudio no incluye los tiempos de subida y
bajada de presion. Las células se presurizaron a 150, 175, 200 y 225 MPa a
tiempos especificos comprendidos entre 0 y 14 min. Todos los tratamientos
se dieron por triplicado y no llegaron a sobrepasar la temperatura de 30°C.
Inmediatamente después de la presurizacion las muestras fueron
transferidas a un bafio con agua fria y usadas para la enumeracion de
unidades formadoras de colonias (UFC). La suspensiéon de células sin
presurizar fue enumerada como control.

Enumeracion de microorganismos

Para la suspension de las células tratadas y de los controles se llevo a
cabo una serie de diluciones decimales seriadas con agua de peptona al
0.1% (Scharlab Chemie S. A.)). El medio usado para la enumeracion de
células viables fue agar de recuento en placa (PCA) (Scharlab Chemie S.
A.). Las diluciones seleccionadas fueron incubadas a 37°C durante 24 h. La
reduccion de células viables se expres6 como el logaritmo decimal del
cociente entre las células tratadas y no tratadas.

Analisis estadistico

Para evaluar los efectos del tiempo y la intensidad de la presion en la
inactivacion microbiana de E. coli CECT 433, se utilizd un analisis
multifactorial de la varianza (ANOVA). Para determinarse qué niveles de
cada factor eran perceptiblemente diferentes (p < 0.05) se aplico la prueba
de rangos multiples (MRT), utilizando la distribucién de Fisher (LSD) para
contrastar la igualdad de varianzas. Todos los andlisis estadisticos fueron
hechos con Statgraphics centurion XV, StatPoint, Inc.

Modelos matematicos

Las curvas de supervivencia fueron ajustadas a los siguientes modelos:



DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE WEIBULL

La forma acumulativa de la distribucién de Weibull es la siguiente:

Log,, NN =—bt"

0

(1)

Donde: Ng y N corresponden a la concentracion inicial y final de células; b
y n son los factores de escala y forma respectivamente.

La distribucion de Weibull corresponde a una curva concava, hacia arriba,
si n<1, una curva convexa, hacia abajo, si n>1, y lineal si n=1 (Peleg y Cole,
1998).

MODELO DE BARANYI

Esta ecuacion se desarrollé originalmente para curvas de crecimiento
(Baranyi et al., 1993; Baranyi y Roberts, 1994). Xiong et al. (1999) utilizaron
la ecuacion 2 y la variable B(t) descrita por la ecuacion 3 para describir
curvas de supervivencia de L. monocytogenes Scott A, tras recibir un
tratamiento térmico, efectuando en la férmula empirica una serie de
transformaciones quedando la ecuacion como se sigue:

N - —
Logy N =L0gy,(ds —(1—0g)e Kmax (1-B(1)

0

(2)
siendo B(t),

2 —
B(t):r(llnz(Ht)er 3arctan£+ 3arctan1J
3 re+rt—t

2 r/3 /3
(3)

donde: No y N corresponden a la concentracion inicial y final de células;
gs describe el segmento de cola, kmax €S la velocidad maxima de muerte



relativa; t es el tiempo de tratamiento; y r es el tiempo requerido para que la
velocidad de muerte relativa alcance la mitad de Kmax.; 9s=(Nmin/No), donde
Nmin €S la minima concentracién de células remanentes en la fase de cola.
Cuando Np,in=0, significa que no hay fase de cola. El qg evita el efecto que
pudiera tener el uso de distintos valores de No.

ECUACION MODIFICADA DE GOMPERTZ

La efectividad de la ecuacion de modificada de Gompertz (ecuaciéon 4),
originalmente disefiada para interpretar curvas de crecimiento, fue
demostrada por Linton et al., (1995, 1996) tras estudiar curvas de
supervivencia no-lineales de L. monocytogenes Scott A por tratamientos
térmicos a traves de la siguiente formula:

Log,, ’\I\II —Ce* " —Ce* "

0

(4)

donde: No y N corresponden a la concentracion inicial y final de células; C
es la diferencia entre el valor mas alto y més bajo de la asintota y el signo
menos significa inactivacion de microorganismos; B es la velocidad de
muerte relativa a tiempo de M, siendo M el tiempo en el cual la velocidad de
muerte es maxima.

Comparacion de modelos

Los datos experimentales se ajustaron mediante regresiones no lineales a
los modelos matematicos expuestos anteriormente. La bondad de ajuste de
los datos experimentales a los modelos se realizé mediante el célculo de R?
corregido (ecuacion 5) y RMS (ecuacion 6):

SS ,
(m _1)(1_ Qregresmn j
SSQtotaI

R? =|1-
m-— j

(5)



RMS = SD = |5 Qresisuat

m-—]

(6)

donde: m es el nimero de observaciones, j es el nUmero de pardmetros
del modelo, SSQ es el promedio de la suma de cuadrados, y SD o0 RMS es
la desviacion estandar de los residuales (Reyns et al., 2000; Ly-Nguyen et
al., 2003).

Validacién de modelos

Para la validacién de los modelos experimentales se recurrié al calculo del
factor de ajuste (A¢) y factor de exactitud (B¢) descrito por Ross (1996) con
un grupo de datos experimentales seleccionados aleatoriamente vy
reservados para éste proposito:

¥ |Log(Xp/ Xo)|

Ar-100 o (7)
> Log(Xp/ Xo)

Br-10" n (8)

donde: n es el nimero de total de observaciones; X, es el valor de
predicho por los modelos de ciclos logaritmicos inactivados, y X, es el valor
observado o experimental.

RESULTADOS

Procesamiento de los datos experimentales

Para los estudios de inactivacion, los datos experimentales se dividieron
de forma aleatoria en cuatro grupos, tres de ellos se emplearon para el
ajuste a los modelos matematicos y el ultimo se reservo para ser utilizado en
el apartado de validacion.



Anélisis de las curvas de inactivacion

El logaritmo decimal de la fraccion de supervivientes de las células de E.
coli CECT 433 se representd frente al tiempo a 4 niveles de presion
especificos (150, 175, 200, 225 MPa) (Figura 1). Se observé que a medida
que aumentaba el nivel de presion aplicado y el tiempo de exposicion,
incrementaba la inactivacion conseguida. Tras un analisis de la varianza se
encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre los logaritmos de la
fraccién de supervivientes para cada tiempo y para cada nivel de presién con
un nivel de confianza del 95%. La maxima inactivacion alcanzada fue de
aproximadamente 6 ciclos logaritmicos a una presion de 225 MPa y 14 min
de exposicion.

Las curvas de inactivacion obtenidas difieren de la forma lineal, se
observan fenomenos de cola para cada nivel de presion (Figura 1), dicha
forma no-lineal es comunmente observada en estudios de inactivacién por
presion de E. coli en diferentes substratos (Yamamoto et al., 2005; Buzrul et
al., 2008), la explicacion fisica de este fendmeno es definida como la
presencia de células remanentes después del tratamiento.

Andlisis de los parametros de los modelos matematicos propuestos

En base al tipo de comportamiento observado en las curvas de
supervivencia, se propuso la aplicacion de tres modelos no-lineales
frecuentemente usados en estudios de inactivacién por presion: distribucion
de frecuencias de Weibull (ecuacién 1), modelo de Baranyi (ecuacién 2 con
valor de B(t) descrito por la ecuacion 3) y ecuaciéon modificada de Gompertz
(ecuacion 4) (Chen y Hoover, 2003; Chen y Hoover, 2004; Pina Pérez et al.,
2007; Buzrul et al., 2008).

Tras las regresiones no lineales se obtuvieron los valores de los
parametros (x su desviacion estandar) de Weibull, Baranyi y Gompertz, para
cada nivel de presion (Tabla 1). Un analisis de varianza determind
diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores de los parametros b y n
de Weibull, qg Y kmax de Baranyi y C, B, y M de Gompertz para cada nivel de
presion y con un nivel de confianza del 95%. El parametro r de Baranyi no
presenta diferencias significativas (p > 0,05) entre presiones, este resultado
es esperado debido a que dicho parametro tiende a 0 ya que las curvas de
inactivacion no presentan hombros (Figura 1).
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FIGURA 1. Curvas de inactivacion de E. coli CECT 433 a 150(#), 175 (W), 200 (A) y

225(e). Los resultados se expresan en promedio de 3 repeticiones. Ajuste de datos

experimentales con Weibull (——), Baranyi (———) y Gompertz (e o o).



TABLA 1. Parametros de la distribucién de Weibull (ecuacion 1), modelo de Baranyi (ecuacién 2 con valor de B(t) descrito por
la ecuacion 3) y la ecuacion modificada de Gompertz (ecuacion 4). Los valores de (g Yy Sus respectivas desviaciones
estandares se multiplican por 10°.

Presion

MPa

150

175

200

225

D. F. Weibull M. Baranyi E. M.Gompertz
b+ 5D nt 50 st SD Kmzt SD r+ 5D C+ 8D B+ SD M+ 5D
(Logyg UFC/mL)min? (Logyg UFC/mL)min (rmin} Logyg UFC/mL  (Logyy UFC/mL)min? (rmin}
0.201+0, 001 07430001 579,633+4 356 0.511+0.001 -0,0002+0,1290 3101 0,201+0,001 23201
02370, 001 0,605+0,003 56,280+1,284 0,815+0,003 -0,0580+0,0480 4601 0,237+0,001 1,601
0.264+0, 004 0,606+0,002 0,775+0,059 1,252+0,014 -0,0001+0,0481 6,701 0.264+0004 1,801
0, 3300, 001 0,533+0,001 0,084+0,001 1,725+0,008 -0,0001+0,0588 7,501 0,330+0,001 1,801

10



Bondad del ajuste y validacion de modelos matematicos

La evaluacion comparativa del ajuste dado por los modelos matematicos
empleados en este estudio fue a través del calculo del coeficiente de
determinacién corregido (R?;) (ecuacién 5) y la desviacién estandar de los
residuos (RMS) (ecuacion 6).

La representacion del ajuste proporcionado por cada modelo se puede
observar en la figura 1 donde se visualiza que para todas las curvas de
inactivacion, la ecuacion modificada de Gompertz se ajusta mejor a los datos
experimentales y, por ende, obtuvo la mejor bondad de ajuste (R?.=0,990 y
RMS=0,138), seguido del modelo de Baranyi (R%.=0,982 y RMS=0,450) y
finaimente por la distribucion de frecuencias de Weibull (R?.=0,964 y
RMS=0,883) (Tabla 2).

TABLA 2. Valores estadisticos de R?. y RMSE para los 3 modelos
propuestos.

F. D. Weibull M. Baranyi E. M. Gompertz

Presion (MPa)] R°c RMSE R%. RMSE R%. RMSE
150 0,963 0,249 0,982 0,122 0,980 0,138

175 0,960 0,608 0,982 0,277 0,985 0,237

200 0,972 0,982 0,983 0,587 0,996 0,126

225 0,961 1,694 0,981 0,815 0,999 0,051
Promedio 0,964 0,883 0,982 0,450 0,990 0,138

Para profundizar y completar la comparacion de los modelos se recurrio a
la validacion a través del calculo del factor de ajuste (A;) (ecuacion 8) y
factor de exactitud (Bs) (ecuacion 9). Se utilizé el cuarto grupo de datos (no
utilizado en el calculo de los parametros cinéticos) y se compard con los
resultados predichos por los modelos. Los valores obtenidos se representan
en la Tabla 3. El factor de ajuste, indica cuanto la prediccion del modelo
difiere de los datos observados y el factor de exactitud indica si los datos
predichos se encuentran numéricamente por encima o por debajo de los
datos experimentales. Un modelo validado de esta forma se considera como
“seguro” cuando el valor de Bf es menor o igual a 1. En concreto, el
resultado en promedio de esta prueba sugiere que tanto el modelo de
Gompertz como el de Baranyi son seguros siendo el primero mas exacto que
el segundo (A:y Bfmas cercanos de 1).
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TABLA 3. Factor de Ajuste (A¢) y factor de exactitud (B¢) del Logio (Nf/NO)
predichos frente a los observados para cada modelo matematico.

F. D. Weibull M. Baranyi E. M. Gompertz

Presion (MPa)| At Bt At Bf Af B
150 1,110 1,041 1,068 0,997 1,071 1,010
175 1,088 1,033 1,077 0,965 1,049 1,001
200 1,123 1,053 1,054 0,961 1,044 1,017
225 1,124 1,033 1,077 0,939 1,013 1,001
Promedio 1,111 1,040 1,069 0,965 1,039 0,999

Determinacion del parametro cinético secundario

La determinacion de un parametro cinético secundario (valor de 2z),
permite conocer el grado de resistencia del valor del pardmetro cinético
primario respecto al factor ambiental expuesto, en este caso presion. Dicho
valor es calculado, en tratamientos térmicos, relacionando linealmente el
logaritmo decimal del parametro cinético primario (valor D) frente a la
presion, con el valor inverso de la pendiente se obtiene z(T). (Zook et al.,
1999)

De los modelos matematicos empelados en este estudio se consideraron
como parametros cinéticos primarios los siguientes (150 = P < 225):

- Conforme lo indica Chen y Hoover (2004), el parametro b del modelo
de Weibull es considerado como cinético ya que, los valores obtenidos del
logaritmo decimal del parametro b aumentan al aumentar la presion (Tabla
1). Una relaciéon lineal del logaritmo decimal dichos valores frente a la
intensidad de tratamiento resulta en la siguiente ecuacion:

Log:ob = 0,0089 P-1,7783, R?*=0,9758 (9)

Por tanto, el valor de z (P) descrito a partir del modelo de Weibull es de
112 MPa y esta definido como el incremento necesario de presion para la
reduccion de un ciclo logaritmico en el parametro b,

- Empleando el modelo de Baranyi el parametro knax €S considerado
como el parametro cinético primario (Perez et al 2007), los valores obtenidos
del logaritmo decimal de este parametro también aumentan al aumentar la
presion (Tabla 1), la relacién lineal obtenida resultante se describe a través
de la siguiente ecuacion:
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Log1okmax = 0,0071 P-1,3407, R?=0,9935 (10)

Por tanto, el valor de z (P) calculado de esta forma es de 140 MPa,
definido como el incremento necesario de presion para la reduccion de un
ciclo logaritmico en la velocidad maxima de muerte relativa (Kmax).

- Finalmente, empleando el modelo de Gompertz, y como lo indican
Xiong et al (1999), la velocidad méxima de inactivacion (pardmetro cinético
primario) no viene representado por ningun parametro obtenido directamente
de la ecuacion sino a través del parametro umax (McMeekin et al., (1993).
Originalmente esta férmula describe la velocidad maxima en curvas de
crecimiento a través de la relacion de B y C de Gompertz dividido por la
constante neperiana. Aplicando esta definicion de velocidad maxima para
curvas de inactivacion, recurrimos al calculo de ymax para cada presion. Los
valores obtenidos fueron transformados a logaritmo decimal y se
relacionaron linealmente con la presion:

LOg10lmax=0.008P-1.8097, R?=0.989 (11)

El valor de z (P) resultante es de 125MPa siendo los valores obtenidos a
partir de los 3 modelos del mismo orden de magnitud.

Valores similares de z(P) han sido determinados por Pilavtepe-Celik et al
(2008) con un modelo no lineal en curvas de inactivacion de Escherichia coli
0O157:H7 inoculada en zumo de zanahoria y agua de peptona, para un rango
de presiones de 200 a 400 MPa, siendo z (P) aproximadamente 173 MPa y
70 MPa respectivamente para cada inoculo. El autor, justifica la obtencion de
estos valores a la existencia de un efecto protector por parte del zumo en la
muerte del microorganismo. En el caso de Listeria monocytogenes Scott A
inoculada en leche y ajustado al modelo de Weibull, Haigiang y Hoover
(2004) calcularon el valor de z (P). Para un rango de presiones de 400 a 600
MPa, Haigiang obtuvo una constante de 105 MPa El autor, ademas incide en
lo complicado que resulta encontrar un modelo que describa todo tipo de
microorganismos y en diferentes sustratos.

Por este motivo se puede considerar coherente el resultado de estos
pardmetros cinéticos secundarios, a la vez que el ajuste propuesto por los
modelos; con vista a caracterizar la resistencia de microorganismos,
determinar posibles efectos protectores de los medios y asegurar la
inocuidad de alimentos procesados por esta tecnologia.
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CONCLUSION

Dentro del campo de la inocuidad y seguridad alimentaria, la NACMCF
(2006) resalta la necesidad de definir cinéticas de inactivacion por presion de
microorganismos ya sea en medios de referencia como en los propios
alimentos y definir parametros similares a los valores D y z de temperatura.

En respuesta a esta necesidad se obtuvieron curvas de supervivencia tras
tratamientos por APH para E. coli CECT 433 inoculada en medio de
referencia.

La microbiologia predictiva es una herramienta esencial para describir las
curvas de inactivacion tras el uso de modelos matematicos, eligiendo el
modelo adecuado para hacer predicciones de la fraccion de supervivientes
en funcion de la presion y el tiempo. Empleando tres modelos matematicos
se obtuvieron pardmetros cinéticos primarios y secundarios para cada uno
de ellos.

En concreto, la ecuacion modificada de Gompertz resulta ser el modelo
matematico mas adecuado para describir las curvas de inactivacion de E.
coli, pues presenta las mejores relaciones estadisticas R?.=0,990, RMSE=
0,138, A:=1,039 y B{=0,999. EI valor de z (P) obtenido indica que es
necesario aumentar en 125 MPa la intensidad de tratamiento para poder
reducir un ciclo logaritmico el valor de la constante de velocidad.
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