UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA AGRONOMICA Y DEL MEDIO
NATURAL (ETSIAMN)

UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

GRADO EN BIOTECNOLOGIA

Aplicacion de campos eléctricos moderados parala
inactivacion de esporas de Aspergillus niger en una
emulsion

Curso Académico: 2020-2021
TRABAJO FIN DE GRADO

Alumno/a: Maria Ana Lozano Aroca
Tutores Académicos: José Javier Benedito Fort
José Vicente Garcia Pérez

Tutora Experimental: Angela Gémez Gémez

©loEe

[\—_BY NC_ND |
Valencia, julio 2021



Titulo: Aplicacion de campos eléctricos moderados para la inactivacién de esporas de
Aspergillus niger en una emulsion.

Resumen: El proceso de inactivacion microbiana es de gran interés en la industria
alimentaria, debido a la necesidad de garantizar la calidad y seguridad en los productos
consumidos por la poblacién. En la actualidad, el procesado de alimentos liquidos para
la inactivacion de microorganismos a escala industrial suele realizarse en mayor medida
a través de tratamientos térmicos que alcanzan temperaturas (T) elevadas, mayores a
100°C. Sin embargo, estas temperaturas producen pérdidas de sabor y nutrientes que
son esenciales en el producto final. Ademas, los tratamientos térmicos convencionales
suponen un tiempo (t) de procesado y un coste energético elevados. Por este motivo, la
inactivacion microbiana constituye un amplio campo de investigacién, donde se buscan
nuevas tecnologias de inactivacion no térmicas, que sean mas eficientes. En este
sentido, algunos ejemplos de ello son los ultrasonidos, el procesado a altas presiones
hidrostaticas, los campos eléctricos pulsados (del inglés PEF) o los campos eléctricos
moderados (del inglés MEF).

La tecnologia MEF empleada en el presente estudio, consiste en la aplicacion de
campos eléctricos inferiores a 1 kV/cm a temperaturas relativamente moderadas
(normalmente inferiores a 100°C). A pesar de la relevancia en la aplicacion de estas
tecnologias de inactivacion microbiana en la industria alimentaria, no se descarta su
uso para otros fines, como por ejemplo para sueros o fluidos fisiolégicos de industrias
farmacéuticas. Asi pues, el objetivo del presente trabajo fue el estudio de la
inactivacion de esporas de A.niger en una emulsiéon haciendo uso de la tecnologia
MEF. Para ello, se aplicaron perfiles de temperatura-tiempo a diferentes voltajes y
frecuencias. Los resultados mostraron mayor eficacia (p<0,05) en la inactivacion de
esporas de A.niger en una emulsion con la tecnologia MEF comparado con el
tratamiento térmico convencional. Esta efectividad se consiguié con las siguientes
condiciones: una T de 60°C, campos eléctricos de 37,5, 34,38 y 31,25 V/cm,
frecuencias de 60 y 1200 Hz y tiempos de 5-10 min. Particularmente, a 37,5 V/cm (y
ambas frecuencias) a tiempos de 5 min se alcanz6 la inactivacion completa (>6 ciclos
logaritmicos) de las esporas de A.niger. No obstante, es de interés resaltar que los
efectos del voltaje y la frecuencia no han resultado significativos (p>0,05) en los
rangos estudiados en el presente trabajo. Adicionalmente, seria necesario estudiar el
efecto del tratamiento sobre la calidad de la emulsion tratada.
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Title: Microbial inactivation of Aspergillus niger spores by using moderate electric fields
in an emulsion.

Abstract: Microbial inactivation is of great interest in the food industry, due to the need
to guarantee the quality and safety of the products consumed by the population.
Nowadays, liquid foods processing for inactivation of microorganisms on an industrial
scale is mainly carried out by thermal treatments that reach high temperatures (T),
greater than 100°C. However, these temperatures cause loss of flavors and nutrients,
which are essential in the final product. In addition, conventional thermal treatments
involve high processing time (t) and energy costs. For this reason, microbial inactivation
is of great interest for investigation in the food industry. In this way, new non thermal
inactivation technologies, which are more efficient, are being studied. Some examples
of them are ultrasounds, high hydrostatic pressures, pulsed electric fields (PEF) or
moderate electric fields (MEF).

The MEF technology used in this study is based on the application of electric fields lower
than 1 kV/cm at relatively moderate temperatures (usually lower than 100°C). Despite
the relevance of the application of these microbial inactivation technologies in the food
industry, other uses are not discarded, such as for microbial inactivation in serum or
physiological fluids for pharmaceutical industries. Thus, the objective of the present work
was the study of the inactivation of A.niger spores in an emulsion with MEF technology.
For this purpose, temperature-time profiles at different voltages and frequencies were
applied. Results showed greater efficacy (p<0,05) on inactivation of A.niger spores in an
emulsion in MEF technology compared to conventional heat treatment. This
effectiveness has been achieved with the following conditions in MEF: a T of 60°C,
electric field strengths of 37,5, 34,38 and 31,25 V/cm, frequencies of 60 and 1200 Hz
and times between 5-15 min. Particularly, at 37,5 V/cm (and both frequencies), at times
of 5 min, total inactivation (>6 logarithmic cycles) of A.niger spores in an emulsion was
reached. However, it is necessary to highlight that the effects of voltage and frequency
have not been significant (p>0,05) in the ranges considered in the present study.
Additionally, it would be necessary to study the effect of the treatment on the quality of
the treated emulsion.

Key words: moderate electric fields, Aspergillus niger, thermal treatment, microbial
inactivation, non-thermal technologies, food safety.
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1. INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacion en los ultimos afios ha incrementado el consumo de
alimentos. Por ello, las industrias alimentarias deben garantizar a los consumidores
productos inocuos y seguros, y asi, poder evitar la transmision de enfermedades a
través de ellos. La OMS estima que existen mas de 200 enfermedades diferentes que
se producen por el consumo de alimentos contaminados por bacterias, virus, hongos,
parasitos, toxinas o0 sustancias quimicas tales como los metales pesados. La
contaminaciéon de alimentos puede darse en cualquier etapa de la cadena de
produccién, de almacenamiento, de entrega o incluso durante el proceso de preparaciéon
para el consumo del alimento (WHO, 2021) . Adicionalmente, las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) suponen un grave problema de salud publica a nivel
mundial, afectando también al turismo o a la economia de los paises (Hoffmann y
Scallan, 2017).

En el afio 2010, segun datos de la OMS, 600 millones de personas presentaron
enfermedades transmitidas por la ingesta de alimentos en mal estado y de ellas unas
420.000 murieron. Asimismo, los individuos que con mayor frecuencia se encuentran
mas afectados por las ETA son: la poblacion de personas mayores, los nifios jovenes,
las personas con el sistema inmunolégico debilitado (pacientes con diabetes, infectados
por VIH, personas en tratamiento con quimioterapia o radioterapia, etc.) y las
embarazadas (CDC, 2020). Por otro lado, este tipo de enfermedades presentan una
mayor incidencia en paises poco desarrollados en comparacién a los mas desarrollados
(Hoffmann y Scallan, 2017; Odeyemi, 2016) .

Entre los problemas que se pueden llegar a producir debido al consumo de alimentos
en mal estado se incluyen: dafios en el aparato gastrointestinal (produciéndose con
frecuencia diarreas), fallos a nivel renal y hepatico, problemas neuroldgicos, artritis,
deficiencias del sistema inmunitario o la predisposicion a sufrir diferentes tipos de
cancer, entre otros muchos efectos (WHO, 2021). Es preciso remarcar que los efectos
que pueden manifestarse en los individuos varian segun la especie de microorganismo
patdégeno que haya colonizado. De forma adicional, los problemas presentados por la
ingesta de alimentos en mal estado son con mayor frecuencia signos y sintomas
menores, aunque en ciertas ocasiones pueden acabar en la muerte del individuo (FDA,
2021).

Existen evidencias de que el cambio climético afecta tanto a la incidencia como a la
prevalencia de las enfermedades transmitidas a través de los alimentos contaminados
(Gregory et al., 2005; Park et al., 2018). Por ello, las condiciones climaticas pueden
influir en el crecimiento de los patdgenos, la supervivencia y las vias de transmision de
los mismos. Se sabe que, en muchas ocasiones, un aumento de temperatura se traduce
en un incremento del ciclo de replicacién de muchos microorganismos patdégenos, por
tanto, estos pueden colonizar rapidamente los alimentos. Incluso, el 32% de los brotes
de enfermedades investigados en Europa por el consumo de alimentos en mal estado,
se debe en mayor medida al factor de la temperatura (ECDC, 2009). La temperatura o
la humedad relativa son los factores climaticos mas estudiados y estan relacionados



significativamente con enfermedades transmitidas por alimentos en mal estado, como
la salmonelosis o las infecciones por Escherichia coli patogénica (Kim et al., 2015).

Adicionalmente, también es de interés el estudio de otros factores climéticos y su
vinculacion con el aumento de enfermedades transmitidas a través de alimentos
contaminados. Asi, conociendo cémo estos factores afectan a los diferentes patégenos
que se encuentran en alimentos, pueden disefiarse estrategias de prevencion de este
tipo de enfermedades (Kim et al., 2015; Park et al., 2018).

Para limitar los peligros de la contaminacién de alimentos, organizaciones como la OMS
o el CDC proponen pautas a la poblacion de como actuar para evitar las ETA. Ademas,
existen entidades reguladoras como la EFSA, que obligan a los paises a realizar
controles de los alimentos para evitar la transmision de enfermedades. Con este
proposito, algunas técnicas utilizadas para la deteccion de microorganismos patégenos
0 sus toxinas en los alimentos son: técnicas de deteccion del material genético,
aproximaciones inmunolégicas como el ensayo ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), técnicas de bioluminiscencia, espectroscopia o la deteccion por cultivo del
microorganismo (Sharif et al., 2018).

La responsabilidad en la seguridad alimentaria recae primeramente en la produccion a
nivel industrial, de ahi, el interés por los métodos de inactivacion microbiana. Sin
embargo, la prevencion de ETA también depende de entidades reguladoras, como la
European Food Safety Authority (EFSA) o la Food and Drug Administration (FDA), los
gobiernos y las buenas préacticas alimentarias de los consumidores (Sharif et al., 2018).

1.1. Inactivacion microbiana

Los procesos de inactivaciébn microbiana son de especial interés en el campo de la
produccién a gran escala de alimentos. Se han desarrollado numerosos métodos
convencionales para la conservacion de alimentos. Entre ellos pueden encontrarse
aguellos que utilizan el calor (como la pasteurizacion y esterilizacion), la refrigeracién y
congelacioén, los basados en la reduccion de la actividad del agua (aw) (mediante la
adicion de sales, azlcares, etc. o el secado) o los basados en la adicién de preservantes
alimentarios. De entre estos, los tratamientos térmicos son los que permiten la
inactivacion de microorganismos, patégenos o alterantes, frente al efecto inhibidor del
crecimiento del resto de tecnologias. Aunque estos métodos convencionales de
conservacion, diferentes a los tratamientos térmicos, son eficaces contra
microorganismos patégenos, si son correctamente diseflados y aplicados, existen
microorganismos capaces de sobrevivir a los mismos. Por otra parte, los tratamientos
por calor presentan el inconveniente de afectar a las propiedades organolépticas y
nutricionales de los alimentos. Por ello, en la industria alimentaria estan surgiendo
nuevos métodos no convencionales para poder mejorar la seguridad y calidad
alimentaria (Roohinejad et al., 2018).

Por otro lado, la inactivacion microbiana presenta también una gran importancia en la
industria farmacéutica, ya que muchas de las soluciones y medicamentos (tanto de
administracién oral como intramuscular o intravenosa) que se emplean pueden
contaminarse durante el proceso de fabricacion. Esta contaminacion puede provenir de



las materias primas, los equipos, el ambiente o los operarios encargados del proceso,
entre otras causas. Es por ello que estas nuevas tecnologias de inactivacidon microbiana
pueden tener aplicacién para obtener productos farmacoldgicos mas seguros (Delgado
et al., 2004).

Mecanismos de inactivacion celular

Se considera a una célula viva a aquella capaz de replicarse indefinidamente en las
condiciones adecuadas. Para poder determinar la viabilidad celular en este caso, se
hace uso de la capacidad de las células para crecer en un medio sélido o liquido. Por
otro lado, para lograr la conservacién de alimentos, se considera que una célula
microbiana esta inactivada si ésta pierde su potencial replicativo. Se sabe a través de la
literatura cientifica que para que se produzca la inactivacion de las células microbianas
deben alterarse una o0 mas estructuras o funciones celulares (Cebrian et al., 2017). Entre
los dafios estructurales se encuentran: la ruptura de las membranas, cambios
conformacionales del DNA, alteraciones en ribosomas o la agregacién de proteinas. Por
otro lado, entre los dafios a las funciones fisiol6gicas celulares se encuentran:
alteraciones en la permeabilidad selectiva de la membrana o la pérdida de funcién de
enzimas clave para la célula (Mafias y Pagan, 2005).

En el caso de los tratamientos por calor, se ha intentado identificar a estructuras y
procesos especificos cuya alteracion lleva a la inactivacion celular. Sin embargo, la
mayoria de autores concluyen gue la inactivacion microbiana por calor es un fenémeno
que ocurre por la alteracion mdultiple de estructuras y funciones (Miles, 2006). Por
ejemplo, la desestabilizacion de ribosomas para la sintesis de proteinas puede ocurrir
como un efecto secundario por la pérdida de magnesio (Mg) provocada por un dafio
térmico en la membrana. Cabe destacar que el Mg?* es un ion necesario para estabilizar
la estructura de los ribosomas, las chaperonas o el DNA (Niven et al., 1999; Cebrian et
al., 2017).

El dafio a la membrana microbiana debido a la exposicién a un campo eléctrico se ha
considerado durante décadas como una causa directa de la inactivacion celular (Sale y
Hamilton, 1967). La electroporacion puede definirse como la formacién de poros en la
membrana celular gracias a la aplicacion de un campo eléctrico externo, permitiendo
asi, la salida del contenido celular y produciéndose la muerte de la célula. La teoria mas
aceptada para su explicacion es la propuesta por Zimmermann (1986) donde compara
a la membrana celular con un condensador. En su teoria explica que la diferencia de
potencial de reposo (Vm) a través de la membrana es de aproximadamente 10 mV
(Figura 1, A). Sin embargo, cuando se aplica un campo eléctrico externo (E) se
acumulan mas cargas libres de carga opuesta en ambas caras de la membrana,
aumentado la diferencia de potencial (V), y resultando en la compresién de la membrana
(Figura 1, B). Posteriormente, si el campo eléctrico aplicado se aumenta y excede de un
valor limite o umbral (V¢), la membrana no puede resistir la compresion, formandose
poros en ella. Si la superficie total de poros es mas pequefia en comparacion a la
superficie de membrana total, la ruptura de la membrana es reversible, por tanto, esta
puede volver a sellar sus poros (Figura 1, C). En contraposicion, si se aumenta ain mas
el campo eléctrico junto con un tiempo de exposicién prolongado, se producird un
incremento en la superficie total de poros, la cual sera mayor que la superficie total de
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(A)

la membrana, dando lugar a la formacién de poros irreversibles o a la destruccion de la
membrana celular (Figura 1, D).
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Figura 1. Diagrama representativo de las diferentes etapas en la electroporacion (A, B, Cy
D) (Roohinejad et al., 2018).

Segun Tsong (1990), la exposicién a un campo eléctrico supone la compresiéon y la
formacion de poros en la membrana por la reorientacién de los fosfolipidos de
membrana, asi, se incrementa la permeabilidad generando un desequilibrio osmético,
que lleva finalmente a la ruptura de la membrana y a la muerte celular. Cabe destacar
que el tamafo y la cantidad de poros que se formen dependen de la intensidad del
campo eléctrico aplicado y del tiempo de duracion del tratamiento (Mafias y Pagan,
2005).

1.1.1. Dafio subletal, adaptacién a estreses y resistencia microbiana

Anteriormente se comentd que la pérdida de viabilidad de una célula no se debe
normalmente a un solo evento sino mas bien a un conjunto de lesiones simultaneas.
Debido a ello, existen microorganismos con dafios subletales que son capaces de
sobrevivir a la accién letal de los tratamientos de inactivacion. Esto lo consiguen
reparando el dafio que se les ha producido si las condiciones ambientales son las
adecuadas. Por consiguiente, la deteccion y caracterizacion de los dafios subletales es
de gran importancia para la optimizacion de los procesos de conservacion (Mackey,
2000).

Adicionalmente, la exposicion a estreses subletales puede desencadenar respuestas de
adaptacion y resistencias en los microorganismos (Wu et al., 2020). En bacterias Gram-
negativas el factor sigma (0°) estéa implicado en la transcripcién de mas de 50 genes de
resistencia a estrés osmotico, oxidativo, acido o por calor, entre otros (Huisman et al.,
1996). En el caso de las bacterias Gram-positivas como Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes o Staphylococcus aureus también se ha descrito un factor sigma
alternativo (sigB) con funciones fisiolégicas similares (Abee y Wouters, 1999). Ambos
factores se inducen como consecuencia a la exposicion a estrés y la funcion principal
ejercida es unirse a la region core de la RNA polimerasa confiriendo especificidad por
promotores de genes implicados en los mecanismos de resistencia (Mafias y Pagan,
2005).

Un aumento de E a un
critico (V.) produce la

2.0 b (ruptura reversible}.

Si E es demasiado alto, s=
forman poros grandes



En general, las esporas bacterianas son consideradas las formas mas resistentes a
estreses fisicos (Wouters et al., 2001). Ademas, las bacterias Gram-positivas son mas
resistentes que las bacterias Gram-negativas y esto es debido a la mayor rigidez de sus
membranas. En el caso de las levaduras y mohos la resistencia es bastante variable vy,
en general, su resistencia a la radiacion es mayor que en bacterias que no presentan
esporulacion. Sin embargo, se ha demostrado que las levaduras son més sensibles a
los tratamientos por PEF (Pulsed electric fields, campos eléctricos pulsados) que las
bacterias, ya que son necesarias fuerzas de campo eléctrico menores para inactivar
levaduras (Sale y Hamilton, 1967). Asimismo, el tamafio y la forma celular tienen un
papel importante en la resistencia a estreses. Como norma general, a menor tamafo
celular mayor resistencia a tratamientos como los ultrasonidos, HHP (High Hydrostatic
Pressures, altas presiones hidrostaticas) o PEF (Mafias y Pagan, 2005). Por ultimo,
también se ha descrito la existencia de variabilidad entre cepas de microorganismos de
la misma especie a los que se les ha realizado el mismo tratamiento. Por ejemplo, en
un experimento con 9 cepas diferentes de L.monocytogenes, sometidas a tratamientos
PEF idénticos, se observd que las mismas mostraron sensibilidades significativamente
diferentes al tratamiento (Lado y Yousef, 2003).

1.2. Métodos convencionales de inactivacion microbiana

Tratamientos térmicos

El procesado térmico de los alimentos es considerado uno de los métodos de
conservacion mas antiguos en la industria alimentaria. Esto se debe a la capacidad del
calor para la inactivacion de la mayoria de microorganismos y de enzimas presentes en
los alimentos (Cebrian et al., 2017; Smelt y Brul, 2014; O’Donnell et al., 2010). Es por
ello que los tratamientos térmicos pueden utilizarse para inactivar células vegetativas,
esporas microbianas, levaduras y mohos. Ademas, es importante definir la fisiologia de
la inactivacién por calor de los microorganismos con el objetivo de optimizar los
tratamientos térmicos. Asi, podrian obtenerse productos que conserven mejor sus
propiedades nutricionales, cumpliendo con las demandas de los consumidores (Cebrian
et al., 2017).

El procesado térmico de los alimentos consiste en el calentamiento a una temperatura
dada y mantenida durante un determinado periodo de tiempo. La energia térmica (o
calor) que se transmite durante este proceso permite la desnaturalizacion de proteinas
o la fusion de lipidos, entre otros efectos, con el objetivo de la inactivacion microbiana 'y
enzimética (Augusto et al.,, 2018). Por otro lado, los microorganismos son mas
resistentes al calor seco que al calor himedo. En el caso del calor seco la inactivacion
tiene lugar por oxidacién, sin embargo, el calor himedo actla principalmente en la
desnaturalizacion de proteinas y en el dafio a las membranas (Smelt y Brul, 2014).

El grado de resistencia al calor de diferentes grupos de microorganismos varia
drasticamente debido a las diferencias en su estructura, composicion o por los
mecanismos de resistencia que puedan desarrollar los mismos. Se sabe que las células
gue se encuentran en fase estacionaria son mas resistentes puesto gque estan expuestas



a condiciones de estrés. Adicionalmente, la presencia en el medio de iones como el Ca?*
favorecen la resistencia de las esporas a los tratamientos térmicos (Smelt y Brul, 2014).

Los tratamientos térmicos (o por aplicacion de calor) pueden clasificarse en dos grupos
dependiendo de su intensidad y su objetivo de inactivacién. Por un lado, se encuentran
los tratamientos de pasteurizacion, donde se alcanzan temperaturas entre 65-100°C,
que se basan en la inactivacion de células vegetativas de patdgenos, para extender la
vida util del producto alimentario (durante unos dias a meses), siempre que este se
mantenga en refrigeracion. Por otro lado, la esterilizacién consiste en la aplicacion de
temperaturas superiores a 100°C para preservar alimentos que se mantienen en
condiciones de temperatura ambiente durante periodos de tiempo mayores (de meses
a afos). Estos tratamientos permiten la inactivacion de muchas esporas microbianas,
enzimas Yy toxinas presentes en los alimentos que pueden llegar a contaminarlos y
descomponerlos. Sin embargo, en la mayoria de los casos estos procesados suponen
una pérdida significativa de nutrientes y de las propiedades organolépticas de los
productos alimentarios (Augusto et al., 2018; Cebrian et al., 2017). Ademas, también
presentan la desventaja de precisar de un consumo de energia elevado (Augusto et al.,
2018).

Por ejemplo, durante el procesado de la leche se pueden emplear diferentes
tratamientos térmicos para garantizar la seguridad microbiolégica. Por un lado, se
pueden realizar los tratamientos de esterilizacion a temperaturas ultra altas (UHT) de
135 a 145°C durante 2-4 s. Por otro lado, se pueden realizar tratamientos a temperaturas
altas durante tiempos cortos (HTST) donde la leche se calienta a un minimo de 72°C
durante 15 s. Los efectos de estos tratamientos en los componentes de la leche son
variables dependiendo de la intensidad del tratamiento. Sin embargo, habitualmente, los
tratamientos térmicos mas intensos estan mas relacionados con cambios indeseables
en el color, la textura o las propiedades nutricionales (por ejemplo: con la pérdida de
aminoacidos esenciales) de la leche (Nunes y Tavares, 2019).

También, los microorganismos pueden deteriorar productos como los zumos de naranja,
limén o manzana (que tienden a presentar pH acidos, menores a 3,7). En este tipo de
productos, los tratamientos térmicos de pasteurizacion se basan en la destruccion de
bacterias no esporuladas del género Lactobacillus o Leuconostoc, levaduras y mohos.
Por otro lado, en zumos se debe evitar el crecimiento de hongos ya que pueden producir
micotoxinas. Para ello, las esporas y las células vegetativas de la mayoria de hongos
deben inactivarse con tratamientos de 5 min a 60°C. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que existen excepciones, ya que ciertas cepas de mohos producen ascosporas
que precisan de un mayor tiempo de tratamiento para su inactivacion (Agcam et al.,
2018).

En los tratamientos térmicos la relacion entre el nUmero de microorganismos que
sobreviven y el tiempo de exposicidn a una temperatura constante es exponencial. Con
el objetivo de definir el efecto de un tratamiento térmico, se puede emplear el parametro
Dr. Este se corresponde con el tiempo de exposicion a una temperatura dada, que es
requerido para reducir la poblaciébn microbiana en un ciclo logaritmico (ciclo Logao).
También puede definirse como el tiempo necesario para inactivar el 90% de la poblacion
microbiana inicial. Por otro lado, también es necesario considerar el valor z, que hace
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referencia al incremento de temperatura para reducir el valor Dr en un ciclo Logio.
Ambos parametros, Dty z, pueden utilizarse para comparar la resistencia al calor de
diferentes microorganismos y en diferentes condiciones experimentales (Agcam et al.,
2018; Cebrian et al., 2017).

Actualmente, se esta trabajando en la combinacion de tecnologias emergentes con
tecnologias térmicas convencionales, con el objetivo de mejorar la calidad del producto,
reduciendo el costo e impacto medioambiental del procesado.

1.3. Tecnologias emergentes de inactivacion microbiana

La demanda de productos minimamente procesados ha incrementado en los Ultimos
afos, debido a que estos recuerdan a productos frescos que conservan mejor sus
caracteristicas nutricionales, aroma y sabor (Oey et al., 2008). Como resultado, la
industria alimentaria ha mostrado su interés en el desarrollo de nuevas tecnologias no-
térmicas de inactivacion microbiana. Cabe destacar que su aplicacién no solo se centra
en el sector alimentario, sino que también tiene aplicabilidad en industria farmacéutica.

Existen tecnologias fisicas como las altas presiones hidrostaticas (HHP); tecnologias
electromagnéticas como los campos eléctricos pulsados (PEF), el calentamiento 6hmico
(OH, Ohmic heating), las microondas (MW, Microwave), las radiofrecuencias (RF), el
plasma frio (CP, Cold plasma), la radiacion ultravioleta (radiacién UV); tecnologias
acusticas como los ultrasonidos; y otras tecnologias como la filtracion a través de
membranas (MF, Membrane filtration) o el CO; supercritico (SC-CO,, Supercritical CO)
(Barba et al., 2018). Seguidamente, se describiran algunas de ellas.

Las HHP se basan en la aplicacion de presiones entre 100-600 MPa. En este procesado,
los productos sometidos por un medio liquido (normalmente agua) a presiones ultra
altas, se colocan en un recipiente hermético que esta aislado térmicamente. Asi, la
presion aplicada al producto se produce de forma instantanea y uniforme. Durante la
etapa de compresion (presurizacion) se produce un aumento de la temperatura, aunque
se controla para no exceder de 30°C y no afectar a componentes de los productos
alimentarios. Ademas, este procesado puede realizarse a temperatura ambiente,
reduciendo el consumo de energia que si es requerido en tratamientos térmicos
convencionales para el calentamiento (Huang et al., 2020).

La exposicién a altas presiones puede producir dafios en las membranas de los
microorganismos, alterando la permeabilidad celular y el intercambio de iones. De esta
forma, se puede producir la salida del contenido celular y, por tanto, la muerte celular
(Niakousari et al., 2018). Esta tecnologia ha mostrado su eficacia en inactivacion de
bacterias, levaduras y mohos. Aunque cabe destacar que la reducciébn microbiana
depende de la presidn, el tiempo, la temperatura o las caracteristicas del producto, entre
otras causas (Jadhav et al., 2021). Por ejemplo, Bulut y Karatzas (2021) evaluaron el
efecto de las HHP a diferentes pH (3,2, 4,5y 5,8) para la inactivacién de E.coli K12 en
zumo de naranja, el cual previamente habia sido congelado a una temperatura de -80°C.
Para ello, utilizaron una presién de 250 MPa durante 15 min y a una temperatura de 4+
1°C antes del inicio del tratamiento por HHP, obteniéndose una reduccion logaritmica
de 4,88, 4,15y 4,61 CFU/mL, respectivamente. Adicionalmente, debe tenerse en cuenta



que el tratamiento por HHP produjo una reduccion de 0,35 y 0,42 reducciones
logaritmicas en muestras de zumo de naranja, que no habian sido congeladas
previamente, a pH 4,5y 5,8, respectivamente.

Esta tecnologia ha sido aprobada por entidades como la FDA o el Departamento de
Agricultura de EEUU (U.S. Department of Agriculture (USDA)) como una pasteurizacion
comercial para la inactivacion microbiana en alimentos (Wang et al., 2015). Sin
embargo, aunque ya se han comercializado productos procesados con esta tecnologia,
todavia son escasos, debido a los problemas técnicos en la construccion de unidades
de HHP adecuadas para el tratamiento de voliumenes elevados (Jadhav et al., 2021).
Adicionalmente, las HHP también se estan empleando con el objetivo de la extraccién
de compuestos antioxidantes, fendlicos, bioactivos y funcionales de varias fuentes,
sugiriendo su aplicacién en el sector farmacéutico, de salud o nutracéutico (Jadhav et
al., 2021).

Los campos eléctricos pulsados (PEF) consisten en la aplicacién de pulsos de alto
voltaje con una intensidad de campo eléctrico comprendida entre 20-80 kV/cm, durante
un corto periodo de tiempo (de varios nanosegundos a varios milisegundos), para evitar
calentar los alimentos, que estan situados entre dos electrodos (Zhang et al., 2019). Es
una tecnologia eficaz para inactivar microorganismos a bajas temperaturas en alimentos
fluidos o semifluidos, que pueden ser bombeados (Aadil et al., 2015). EI mecanismo por
el cual se produce la inactivacién microbiana es principalmente por la induccion de la
ruptura eléctrica (por electroporacién) de las membranas celulares, como se comenté
anteriormente.

En este caso, la intensidad de campo eléctrico, la temperatura, la duracion de los pulsos,
la forma, el nimero de pulsos, la densidad de energia, la frecuencia, el tipo de producto
(zumos, leche, etc.) (su conductividad, pH o ay) o el estado de los microorganismos que
se encuentren en el producto, entre otros parametros, influyen en el procesado por PEF
(Toepfl et al., 2014). Para esta tecnologia, existen microorganismos mas resistentes que
otros, ya que las bacterias Gram positivas y negativas tienden a ser mas resistentes que
las levaduras. Por otro lado, las esporas bacterianas y las ascosporas de hongos son
consideradas las formas mas resistentes a estos tratamientos (Wouters et al., 2001).
Por dltimo, uno de los principales problemas de esta tecnologia PEF es el costo de la
inversion inicial, sin embargo, los costes de operacion son menores que en los
tratamientos térmicos convencionales (Barbosa-Céanovas y Altunakar, 2006).

El calentamiento 6hmico (OH) se basa en la inactivacién microbiana por mecanismos
térmicos. Sin embargo, el principio fisico involucrado es diferente al del calentamiento
térmico convencional. En este caso, una corriente eléctrica alterna pasa a través del
producto, este, es colocado en una celda éhmica con dos electrodos, asi, el producto
actlia como una resistencia eléctrica generando energia térmica por efecto Joule (Miller
et al., 2020).

En el calentamiento térmico convencional, se producen gradientes de temperatura
dentro del producto, es por ello, que pueden existir regiones frias y regiones mas
sobrecalentadas. Estas zonas mas calientes dentro del producto, pueden provocar la
pérdida de compuestos termosensibles de interés como la vitamina C y el calcio. Por el
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contrario, en el OH, el producto se calienta de forma mas uniforme, ya que se genera
calor de forma volumétrica (Muller et al., 2020). Sin embargo, esta tecnologia presenta
algunas limitaciones como el sobrecalentamiento, la pérdida de material de los
electrodos (por la corrosion de los mismos a ciertas frecuencias) y la dependencia de la
conductividad eléctrica de los productos tratados (Kaur y Singh, 2016).

El plasma frio es una tecnologia que presenta diversas aplicaciones, por ejemplo, en el
sector biomédico se utiliza para la esterilizacion en frio de instrumentos y protesis
(Thirumdas et al., 2015). Por otro lado, también se emplea para la degradacién de
toxinas o para la modificacion de envases de productos alimentarios (Pankaj y Keener,
2017).

El plasma es el cuarto estado de la materia, este estado se alcanza cuando un gas se
encuentra ionizado quasi neutral, de esta forma se compone de iones, electrones libres,
atomos y moléculas en su estado excitado con una carga neta neutra. El plasma puede
ser generado por cualquier tipo de energia que pueda ionizar gases, por ejemplo, la
energia eléctrica o la térmica, la luz UV, la radiacion gamma o la de rayos X (Pankaj et
al., 2018). Asi, en el plasma pueden generarse especies reactivas que pueden interferir
con los microorganismos presentes en los alimentos. En el caso del plasma frio se ha
reportado que las especies reactivas del oxigeno presentes en el plasma son un factor
clave en la inactivacion microbiana, ya que producen unas condiciones de estrés
oxidativo, que llevan a la peroxidacion de lipidos, la inactivacion de enzimas y la ruptura
del DNA (Pankaj y Keener, 2017).

La radiacién ultravioleta es la radiacion en el rango de 100-400 nm en el espectro
electromagnético. Se distinguen 4 subtipos de radiacién UV: UV de vacio (100-200 nm),
UV-C (200-280 nm), UV-B (280-315 nm) y los UV-A (315-400 nm) (Delorme et al., 2020).
Los rayos UV-C tienen un papel germicida ya que actidan sobre bacterias, protozoos,
hongos y algas (Shin et al., 2016). La radiacion UV-C es una tecnologia considerada
como segura y no téxica, ademas requiere de un bajo coste de inversién y
mantenimiento (Delorme et al., 2020). Los equipos comerciales de rayos UV fueron
fabricados en los inicios para industrias farmacéuticas donde no es posible la
desinfeccion quimica. Posteriormente, emergio su aplicacion en industrias alimentarias
para prevenir los efectos negativos de los tratamientos térmicos convencionales (Lépez-
Malo y Palou, 2005).

La radiacion UV permite dafiar el DNA de los microorganismos (por la formacion de
dimeros de pirimidina), alterando su metabolismo y replicacion, llevando asi, a la muerte
celular. Adicionalmente, la eleccién correcta de la fuente de rayos UV es importante para
incrementar la eficiencia de la inactivacion microbiana (Guerrero-Beltrdn y Barbosa-
Cénovas, 2004). Las fuentes comerciales de rayos UV son lamparas de mercurio de
baja y media presion, la luz UV pulsada (PL) y diodos que emiten luz (LEDs) (Delorme
et al.; 2020).

Los efectos que permiten la inactivacion microbiana dependen principalmente de la
dosis UV (J/m?) (esta depende de la intensidad y el tiempo de exposicion) y de la longitud
de onda. No obstante, las caracteristicas de los microorganismos (fase de crecimiento,
cepa, condiciones de recuperacion, etc.) o ciertas caracteristicas de los productos a
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tratar (como el color, la viscosidad, la turbidez o la densidad) influyen en la capacidad
de inactivacion (Delorme et al., 2020).

Los ultrasonidos se basan en ondas elasticas que se originan por la transferencia de
energia de unas particulas a otras, las cuales oscilan en un medio de propagacién. Las
ondas presentan una alta frecuencia de 20 kHz-10 MHz, excediendo el limite de escucha
del oido humano (Gallo et al., 2018). Los ultrasonidos pueden clasificarse en dos
categorias principalmente, de baja potencia con frecuencias altas (de 100 kHz a
mayores) o de alta potencia con frecuencias bajas (de 20 a 100 kHz). En el caso de la
inactivacion microbiana se hace uso de los ultrasonidos de alta potencia (HPU) y para
su aplicacién es necesario la presencia de una fase liquida (Sango et al., 2014).

Esta tecnologia permite la inactivacibn de microorganismos por el fenémeno de
cavitacion acustica. Durante la cavitacion, se produce la formacion, crecimiento y
colapso de burbujas de gas en el medio, generando zonas de alta temperatura (hasta
5000°C) y alta presién (hasta 1000 atmésferas). Aparte de estas altas temperaturas y
presiones, se generan ondas de alta energia mecanica y turbulencia (Patist y Bates,
2008). Asimismo, las burbujas de gases en presencia de altas presiones y temperatura
se transforman en especies reactivas y en radicales libres. Finalmente, este fenébmeno
generado por los ultrasonidos produce la ruptura de la envuelta celular, produciendo la
salida del contenido celular, y de esta manera, la muerte de los microorganismos (Sango
et al., 2014).

El dioxido de carbono (CO,) supercritico (SC-COy) utiliza la presion en combinacién con
CO. para la inactivacion microbiana sin afectar al contenido nutricional, ni a las
propiedades organolépticas de compuestos bioactivos de productos alimentarios y de la
salud. Sin embargo, los altos costes de los equipos y de los sistemas de operacion son
una limitacion en su aplicacion a escala industrial (Amaral et al., 2017).

El término supercritico hace referencia a una sustancia en un fluido monofésico y sin
condensacion que se eleva por encima de su temperatura y presion criticas (T¢, Pc). De
esta forma, la sustancia muestra propiedades de gases y liquidos: con una alta
densidad, difusividad intermedia y baja viscosidad y tension superficial (Silva 'y Meireles,
2014). Los valores de alta densidad combinados con el poder disolvente dependiente
de la presion proporcionan una alta solubilidad. Ademas, los bajos valores de viscosidad
y los valores intermedios de difusividad combinados con la ausencia de tension
superficial permiten la rapida penetracion de estos fluidos en las células, provocando la
liberacién de los componentes del interior celular. Asi, se facilita la inactivacion de
células vegetativas (Amaral et al., 2017).

En este caso, se emplea el COy, ya que su baja T. (31,04°C) y su P. moderada (7,38
MPa) permite la aplicacion de temperaturas préximas a la temperatura ambiente sin
afectar a compuestos termosensibles de los productos alimentarios y farmacéuticos.
Asimismo, el CO;es considerado un solvente inerte quimicamente, barato, no téxico, no
inflamable, no corrosivo y que puede reutilizarse (Amaral et al.,, 2017). Ademas, a
diferencia de las HHP esta tecnologia es igual de eficiente a menores presiones (se
precisa de presiones entre 10-20 MPa en la tecnologia de SC-CO) (Ceni et al., 2016).
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La combinacién de algunas de estas tecnologias puede ser de interés para obtener
productos méas seguros. En el estudio de Gomez-Gomez et al. (2021), se combinaron
las tecnologias SC-CO. y ultrasonidos de potencia (HPU) con el objetivo de la
inactivacion de esporas bacterianas (Clostridium butyricum) y de hongos (A.niger) en
una emulsion. Esto es debido a que estas tecnologias por separado necesitan de la
aplicacion de presiones y temperaturas elevadas durante mas tiempo para la
inactivacion. Por este motivo, componentes de interés del medio se pueden ver
afectados. En este caso, se observo una reduccién en el tiempo de procesado para la
inactivacion de esporas de C.butyricum al combinar ambas tecnologias.

Campos eléctricos moderados (MEF)

Para explicar el fundamento de la tecnologia MEF se debe tener en cuenta que cuando
una corriente eléctrica atraviesa un material, parte de la energia cinética de los
electrones se transforma en calor debido a los choques que sufren éstos con los &tomos
del material por el que circulan, produciendo una elevacion de la temperatura del mismo
(esto es conocido como efecto Joule). Su aplicacién practica consiste en hacer pasar
una corriente alterna a través del alimento mediante contacto directo con dos electrodos
(Présper, 2020). A diferencia con el calentamiento 6hmico, el objetivo no sera calentar
sino emplear una temperatura moderada para evitar efectos térmicos indeseables sobre
los productos.

Esta tecnologia se basa en la aplicacion de campos eléctricos comprendidos entre 1
V/icm a 1 kV/cm manteniendo la temperatura del producto relativamente baja
(aproximadamente <100°C). También se hace uso de frecuencias y formas de onda
arbitrarias, que pueden ser triangulares, cuadradas o sinusoidales (Gavahian y Tiwari,
2020). Su capacidad para la inactivacion microbiana reside en el fendbmeno de
electroporacion o permeabilizacion junto con el efecto térmico. Por afadidura, entre
algunas de las aplicaciones de esta tecnologia se encuentran: la mejora en la extraccion
de componentes celulares o el acortamiento de la fase lag de microorganismos para
mejorar procesos de fermentacion (la fase lag o de latencia, es el periodo que el
microorganismo necesita para adaptarse al medio en el que se encuentra) (Sastry,
2008).

Estos sistemas cuentan con los siguientes componentes béasicos: una fuente de
alimentacion, electrodos, una celda de tratamiento, una fuente de almacenamiento de
datos y una sonda de temperatura (termopar) (Gavahian et al., 2018).

1.3.1. Ventajas del uso de tecnologias emergentes

En general, el desarrollo de tecnologias no térmicas tienen los siguientes objetivos: la
mejora de la seguridad y la calidad de los productos y el ahorro en los costes mediante
la reduccién de la energia empleada y los tiempos de procesado (Lavillay Gayan, 2018).

Adicionalmente, con estas tecnologias es posible también el desarrollo de nuevos

alimentos teniendo en consideracion las preferencias y la aceptacion de los productos
por parte de los consumidores (Knorr y Augustin, 2021).
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1.4. Hongos como diana de inactivacion microbiana

Los hongos tienen un papel importante en varios ecosistemas y son utilizados para la
produccién de diferentes tipos de alimentos, bebidas, enzimas, antibidticos y
compuestos farmacéuticos (Demain y Martens, 2017). A su vez, son los responsables
de la descomposicion de alimentos y otros productos. Incluso, son capaces de producir
metabolitos dafiinos (normalmente proteinas) que causan reacciones alérgicas y
enfermedades respiratorias (Portnoy y Jara, 2015). Especialmente el peligro se centra
en aquellas especies que producen micotoxinas (muchas de ellas son carcinogénicas,
inmunosupresoras, disruptoras del sistema endocrino y neurotoxinas) (Hojnik et al.,
2019).

Los hongos son organismos eucariotas que pueden ser unicelulares o pluricelulares. A
excepciéon de las levaduras unicelulares, la mayoria crecen en forma de filamentos,
estos filamentos son conocidos como hifas, que pueden contener una o mas células
(Figura 2, A). Ademas, una gran cantidad de hifas forman el micelio (CK-12, 2021).

El género Aspergillus hace referencia a un hongo filamentoso, hialino (transparente o
translicido), sapréfito (se alimenta de a materia organica en descomposicién), que
pertenece al filo Ascomycota. Ademas, puede tener reproducciéon sexual (con formacion
de ascosporas en el interior de ascas) y asexual (con formacion de conidios). Entre
algunas especies del género se encuentran: A.niger, A.flavus, A.ochraceus, A.terreus,
A.oryzae o A.niveus, entre otras. Estas se diferencian por el tamaifo, la tasa de
crecimiento, la textura y el color de la colonia. Por ejemplo: las colonias de A.niger
presentan un color negro (Figura 2, B) mientras que las de A.flavus verde-amarillento.
Este género es uno de los principales productores de micotoxinas, estas moléculas son
metabolitos secundarios que se producen y se secretan durante la degradaciéon de la
materia organica, como mecanismo de defensa frente a otros microorganismos (INSST,
2012).

vesicula

conidioforo

hifa

Figura 2. Estructura del hongo A. niger (A). Forma de las colonias sembradas en medio
sélido (B).

En A.niger. tras el crecimiento vegetativo de las hifas, pueden crecer hifas aéreas en
condiciones aerobias. Estas hifas aéreas, también conocidas como conidiéforos van
creciendo hasta que en la punta se hinchan, formando la vesicula. Posteriormente se
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forman brotes que dan lugar a las métulas. Las fialidas se forman en la parte superior
de las métulas. Finalmente, tras las fialidas se forman cadenas de conidios (Figura 2,
A) (Krijgsheld et al., 2013). Estos conidios son esporas a través de las cuales este
tipo de hongos pueden reproducirse asexualmente.

En cuanto a resultados en la inactivacién de esporas de hongos, Raso et al. (1998)
estudiaron la inactivacion mediante PEF de conidiosporas de Byssochlamys fulva y
ascosporas de Neosartoria fischeri suspendidas en diferentes tipos de zumos. Los
resultados mostraron como la inactivacibn de las conidiosporas dependian
notablemente del tiempo de tratamiento (t = nimero de pulsos * amplitud del pulso) y
del tipo de zumo. En este caso, en el zumo de arandanos a un voltaje input de 30 kV,
una frecuencia de 2 Hz y un campo eléctrico de 36,5 kV/cm se consigui6 casi 6 ciclos
logaritmicos de reduccion tras 2 pulsos. Sin embargo, en zumo de tomate en las
mismas condiciones, Unicamente se obtuvo una reduccién de 1 ciclo logaritmico. En
cambio, las ascosporas de N.fischeri suspendidas en el zumo de arandanos no se
inactivaron con PEF incluso tras 40 pulsos a un campo eléctrico de 51 kV/cm. Una
explicacion a la resistencia de las ascosporas frente a estos tratamientos por PEF es
debido a su estructura. Pues, la formacién de un espacio grueso entre la pared celular
y la membrana plasmética de las ascosporas, se ha considerado un factor que influye
en la resistencia a tratamientos por calor e incluso para tratamientos por PEF (Partsch
et al., 1969).

Por otro lado, el plasma frio (CP) puede actuar rapidamente a temperatura ambiente
y sin dejar residuos quimicos, con el propésito de inactivar hongos y micotoxinas en
la superficie de alimentos como granos, nueces, especias, hierbas, carnes secas y
pescado (Misra et al., 2019).

2. OBJETIVO Y PLANIFICACION EXPERIMENTAL

El objetivo general del presente TFG fue evaluar la eficacia de la tecnologia de los
campos eléctricos moderados (MEF), en la inactivacion microbiana en una emulsion
lipidica de agua en aceite. Para la consecucion del mismo se planteé la siguiente
planificacion experimental (Figura 3):

e Realizar tratamientos térmicos convencionales a diferentes T (50°C, 55°C, 60°C
y 65°C), obteniendo datos de inactivacion microbiana a diferentes tiempos (0, 2,
3,5, 10y 15 min). Los datos de inactivacion microbiana se obtuvieron realizando
diluciones seriadas (10?1, 102, 103, 10y 10°) y sembrando las diluciones a cada
tiempo en cada uno de los tratamientos térmicos realizados.

e Posteriormente, en el equipo MEF se obtuvieron los perfiles de calentamiento (T
vs t) de agua y del medio Intralipid 20%. Se realizaron 10 condiciones distintas
(con diferentes tensiones o voltajes, frecuencias y T). Las condiciones fueron las
siguientes:

v" Condiciéon 1: 300 V, 1200 Hz y 50°C.
v' Condicién 2: 300 V, 1200 Hz y 55°C.
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Condicion 3: 300 V, 1200 Hz y 60°C.
Condicion 4: 300 V, 1200 Hz y 65°C.
Condicion 5: 275 V, 1200 Hz y 60°C.
Condicion 6: 250 V, 1200 Hz y 60°C.
Condicion 7: 300 V, 60 Hz y 60°C.
Condicion 8: 250 V, 60 Hz y 60°C.
Condicion 9: 300 V, 60 Hz y 55°C.
Condicion 10: 250V, 1200 Hz y 55°C.

AN NN N NN

Posteriormente, se procedié a la evaluacion de la inactivacion microbiana en las
10 condiciones diferentes. Al igual que en los tratamientos térmicos
convencionales, los datos de inactivacion microbiana en el equipo MEF se
obtuvieron realizando diluciones seriadas de las diferentes condiciones a
diferentes tiempos. Seguidamente, se sembraron las diluciones vy
posteriormente, se realizé el recuento de colonias.

Se compararon los resultados de los tratamientos térmicos frente a los obtenidos
en las 10 condiciones del equipo MEF, evaluando de esta manera la efectividad
de esta tecnologia en la inactivaciéon microbiana.

Tratamientos térmicos Perfiles Tvst en Inactivacion
502C. 555C. GO2C, 652C equipo MEF microbiana en equipo
! ’ ! {10 condiciones*) MEF (10 condiciones¥)
Agua e Intralipid 20% Intralipid 20%
10 condiciones* &
W, 1200 Hz y 502C, 2. 300 V, 1200 Hz y 552C, Comparacion tratamientos
. 602C. 4,300V 1200 H . térmicos vs inactivacidn en
I 7 v 502 i \ 00 Hz v 65 aC .
HIRE ARG Sh ELINE LRl BT equipo MEF
1200 Hz y 602C, 6. 250 V, 1200 Hz y 602C
300V, 60 Hz y 602C, B. 250V, 60 Hz y 60°C,
50V, 1200 Hz v 552C, 10. 300V, 60 Hz y 552C.

3.

Figura 3. Planificacion experimental del trabajo realizado.

MATERIALES Y METODOS

3.1. Preparacion de material
3.1.1. Medio de emulsién

Se prepararon muestras con 60 mL de Intralipid 20% (Fresenius Kabi, Uppsala, Suecia)
para los tratamientos térmicos y muestras de 100 mL de Intralipid 20% para los ensayos
en el equipo MEF. Las muestras de medio se autoclavaron (Presoclave 75, J.P. Selecta,
Barcelona, Espafa). Posteriormente, se guardaron en refrigeracién (aproximadamente
4°C) hasta su uso.

El medio Intralipid 20% consiste en una emulsion de agua en aceite con un contenido
del 20% en aceite de soja, 1,2% de fosfolipidos de yema de huevo, 2,25% de glicerina
y agua. También contiene hidroxido de sodio para ajustar el pH en un rango de 6 a 8,9.
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Cabe destacar que este tipo de emulsion esté indicada como una fuente de calorias y
de acidos grasos esenciales para pacientes que requieren de nutricién por via parenteral
(se introduce en el organismo por via distinta a la digestiva, como la intravenosa, la
subcutanea, la intramuscular, etc.). Ademas, es una fuente de acidos grasos esenciales
para la prevencién de la deficiencia en este tipo de acidos grasos (AEMPS, 2019; HVSP,
2021).

3.1.2. Preparacion de la suspension de esporas de Aspergillus niger

Se utilizé la cepa liofilizada de Aspergillus niger CECT 2807 de la Coleccién Espafiola
de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espafa). El hongo A.niger se cultivé por siembra con
asa de extension (Labbox Labware S.L.; Barcelona, Espafia) en Potato Dextrose Agar
(PDA, Scharlab S.L.; Mas d’En Cisa, Espafia) durante 7 dias a 25°C. El contenido de
PDA era de 4 g/L de peptona de patata, 20 g/L de glucosa y 15 g/L de agar a un pH de
5,6 +0,2 a 25°C.

Tras el crecimiento, se procedié a su recogida con asa de extensién desde la superficie
del agar con 10 mL de agua destilada con Tween 80 al 0,1% (v/v). La adicion de Tween
80 al 0,1% se utiliz6 con el objetivo de la mejora en la recogida de esporas, puesto que
actta como surfactante hidrofilico, permitiendo la solubilizaciébn de aceites. La
suspension fue recogida en un recipiente estéril y posteriormente guardada a 4°C hasta
Su uso.

Finalmente, previo a cada tratamiento térmico se inocularon 5 mL de la suspensién de
esporas de A.niger en el medio de emulsién Intralipid 20% (60 mL). Por otro lado,
previamente a los ensayos en el equipo de MEF, el medio de emulsién Intralipid 20%
(100 mL) era inoculado con 8,33 mL de la suspensién de esporas de A.niger. En este
caso, se utilizé un mayor volumen de medio (y de suspension de esporas) para que en
la celda de tratamiento por MEF se alcanzasen las condiciones del ensayo de forma
mas homogénea en el medio inoculado. La concentracién inicial promedio, tanto para
los tratamientos térmicos como de MEF, fue de 10%-10” UFC/mL.

3.2. Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos para la emulsion inoculada con A.niger se realizaron a 50, 55,
60 y 65°C en un bafio con agua donde se controlaba la temperatura (1811, Bunsen,
Madrid, Espafia). Se introducian 1,5 mL de muestra de medio inoculado (10°-10’
UFC/mL de A.niger) en tubos de vidrio de borosilicato de 8 mm de diametro, 70 mm de
longitud (Fiolax, DWK, Wertheim/Main, Alemania) (Figura 4). Los tubos se sacaban del
bafio a diferentes tiempos: 2, 3,5, 10 y 15 min, en cada uno de los tratamientos térmicos
(a excepcion del tratamiento a 50°C donde solo se tomaron datos de los tiempos 0y 15
min). Finalmente, los tubos se mantenian en hielo hasta que se procedia a realizar las
diluciones seriadas.

3.2.1. Diluciones seriadas, siembras y recuentos

Se tomaban 100 pL del tubo de vidrio de borosilicato, para ello, se homogeneizaba
previamente el contenido del tubo (por resuspension con la micropipeta). A continuacion,
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se vertian los 100 pL en un tubo Eppendorf con 900 pL de agua destilada autoclavada
(dilucion 10). Posteriormente, se homogeneizaba bien el contenido y se tomaban 100
UL de la dilucién 10 para introducirlos en el siguiente tubo con 900 L de agua destilada
autoclavada, correspondiente a la dilucion 102, El paso anterior se repetia hasta realizar
la dilucién 10° (Figura 4). Los tubos Eppendorf se rellenaron con 900 uL de agua
destilada autoclavada para realizar las diluciones.

Por otro lado, también se realizan diluciones seriadas de la poblacion inicial (Figura 4).
Esta es necesaria para poder comparar con los datos de inactivacion de las muestras
tratadas.

Se tomaban 100 pL de cada una de las diluciones y se sembraban con un asa de
extension en placas Petri (Scharlab S.L.; Barcelona, Espafia) con PDA. Las diluciones
se sembraron en placas de PDA por triplicado, y estas se incubaban a 25°C durante 4-
5 dias. Tras ello, se hacia el recuento de colonias formadas, en aquellas placas donde
se podia contar correctamente (aproximadamente 1-60 colonias).

Finalmente, para la realizacién de las diluciones seriadas y las siembras siempre se
mantenian condiciones de asepsia y se empleaba material esterilizado.

15mL 100 pL

m 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

R o & S o

U \\/ U \\/ ‘s\/

. ) DILUCIONES [ 10 102 103 104 10°% ]
POBLACION INICIAL 100 : : : ' :
B0 mL Intralipid 20% + 5 mL i : : {100 pL 1100 L
suspensidn de esporas de A niger Tubo de vidrio de borosilicato ' 100 ut ! 100 ut i 100 L H i
| Tratamiento térmico ¥ k J v ¥ ¥
| 100wk ; N e e e e
v | 100 uL N o = '
Diluciones: 10°%, 10°%, 10°%, 104, 10°® _‘l’ E:_i__:._;f k}g_-_ _::-{/é’g %:__J %;._ ::;J %:___:J
o100 pL J
v k’*?t—___

«—

Figura 4. Esquema de diluciones seriadas y siembras para los tratamientos térmicos.

3.3. Equipo MEF

El equipo de MEF estaba formado por una fuente de alimentacién de corriente alterna
(AC) (BK Precision 9833, Adler Instrumentos S.L.; Madrid, Espafia) y una celda de
tratamiento de MEF (Figura 5) la cual estaba contenida dentro de una cabina de
proteccion. Desde la fuente de alimentacion pueden cambiarse los parametros que se
tendran en cuenta en cada ensayo (la frecuencia (Hz) (con forma de onda sinusoidal) y
el voltaje (V)). Los campos eléctricos aplicados fueron 37,5 V/icm, 34,38 Vicm y 31,25
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V/cm. La celda tenia forma de paralelepipedo, con dos electrodos de acero (9 x 8 cm)
separados por 8 cm entre ellos (las dimensiones interiores de la celda eran de 9x8x8
cm). El resto de la celda estaba fabricada en politetrafluoroetileno (teflén), el cual es
resistente al calor. A su vez, la celda era colocada sobre un agitador magnético para
una mejor homogeneizacion de la muestra.

Adicionalmente, el sistema contaba con una sonda de temperatura (pT100) para
controlar este pardmetro a lo largo de cada ensayo. La sonda de temperatura estaba
conectada a un controlador basico de procesos (E5CC, Omron Electronics Iberia S.A.U.,
Madrid), que se comunicaba con un PC, mediante un interface RS422 (Figura 5). Desde
el PC, mediante un programa de registro y control, elaborado en Visual Studio para la
presente aplicacion, era posible tanto el registro de la temperatura, como cambiar los
parametros de frecuencia y tensién del generador, asi como activar o desactivar la
aplicacion de tension en la celda (conexion PC-generador mediante interface RS422).

Interface R3422

i
H
S i
Controlzdar Sonda de _ _Electrodes (zona gris) :
basico de temperatura ) = .
procesos A '
(ECS5) g
i
Celda de
tratamiento
I | —

Fuente de
alimentacion [AC)

Figura 5. Esquema del equipo MEF empleado. AC: corriente alterna.

Previo a la realizacion de los ensayos, los medios de emulsion Intralipid 20% eran
sacados del refrigerador (4°C) y utlizados cuando se alcanzaba la temperatura
ambiente (25°C aproximadamente).

3.3.1. Curvas temperatura (T) vs tiempo (t)

Se utilizaron muestras de 100 mL de agua corriente y de la emulsion Intralipid 20% para
obtener las curvas de temperatura en funcién del tiempo en el equipo MEF para 10
condiciones diferentes (Figuras 6 y 7). Previo a los ensayos, se utilizé un conductimetro
(COND 50+ XS, LabProcess, Barcelona, Espafa) para tomar datos de conductividad de
ambos medios.

Posteriormente, los medios se introducian en la celda de tratamiento y se mantenian en
agitacion mediante un agitador magnético. En la fuente de alimentacién del equipo MEF
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se modificaban los pardmetros de frecuencia y voltaje (mediante el programa de registro
y control mencionado anteriormente), y, ademas, se introducia en el programa un valor
de temperatura limite en cada ensayo. Las experiencias se realizaron por duplicado para
el agua y la emulsion en cada una de las condiciones ensayadas.

La forma de operacién del sistema consistia en la llegada a la temperatura establecida
mediante la aplicacién de la tensién y frecuencia fijadas (On). Seguidamente, si la
temperatura excedia en mas de 0,5°C la temperatura establecida, el sistema se
apagaba (Off) mediate el programa de control y volvia a funcionar (On) cuando la
temperatura estaba 0,5°C por debajo de la temperatura establecida. De esta manera, el
sistema funcionaba en ciclos como se muestra en las curvas de la Figura 6, mostrando
el comportamiento tipico del control de una variable mediante un control todo-nada (On-
Off).

3.3.2. Ensayos MEF con medio Intralipid 20% inoculado

Para estos ensayos, se utlizaba la celda de tratamiento tapada para evitar la
contaminacién. Asimismo, previo a la realizacion de cada experiencia se limpiaba
exhaustivamente la celda con etanol de 96°.

En los 10 ensayos MEF para la emulsion inoculada con A.niger se tomaban muestras
de 2 mL a diferentes tiempos: 5, 10 y 15 min (a excepcion de la condicion donde se
alcanzaban 65°C, en la cual también se tomé muestra a los 3 min). Para la toma de
muestras se esperaba a que el equipo alcanzase la temperatura fijada y después se
contabilizaba el tiempo. Finalmente, los tubos se mantenian en hielo hasta que se
procedia a realizar las diluciones seriadas.

Diluciones seriadas, siembras y recuentos

Se realizaron los mismos pasos que los mencionados en el apartado 3.2.1. La Unica
diferencia era que la dilucién final a la que se llegaba era de 10*. Las siembras se
realizaron por triplicado en placas con PDA para cada una de las diluciones y a cada
tiempo.

3.4. Inactivacion de A.niger

Tras el recuento de colonias, se realizaba el calculo para obtener el nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (Ecuacionl, UFC/mL).

UFC numero de colonias  1Qmumero deladilucion

mL 0,1

(Ecuacién 1)

Donde: 0,1 son 0,1 mL 6 100 pL tomados para realizar la primera dilucion.
La inactivacion microbiana se expreso en ciclos logaritmicos, tal como indica la Ecuacion

2. Esta ecuacion es utilizada si la inactivacion del ensayo no es completa. Si, por el
contrario, el ensayo mostraba inactivacion completa se utilizaba la Ecuacion 3.

N iy
Inactivaciéon parcial (log,o) = logqo (F) (Ecuacion 2)
0
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Inactivacion total (log,g) = —logio (N;)  (Ecuacion 3)

Donde: N es la poblacion de A.niger presente en la muestra tras el tratamiento (UFC/mL) y No (0
poblacion inicial) es la poblacion de A.niger presente en la muestra previamente al tratamiento
(UFC/mL).

3.5. Andlisis estadistico

Se empled el programa Statgraphics Centurion XVIII (Statgraphics Technologies, Inc.,
Virginia, USA) para realizar ANOVA multifactoriales, determinando asi, si la aplicacién
de campos eléctricos, el voltaje y la frecuencia, son parametros estadisticamente
significativos en la inactivacion de A.niger en una emulsion.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Curvas temperatura (T) vs tiempo (t)

Previamente a realizar los ensayos con ambos medios se midié la conductividad del
agua de lared y de la emulsion de agua en aceite al 20%. La conductividad eléctrica (o)
hace referencia a la movilidad de cargas eléctricas que existe en una sustancia o
material (Silva et al., 2017). Para el agua, la conductividad promedio resulté de 1,02 +
0,07 mS/cm. Para la emulsién, fue de 0,37 + 0,02 mS/cm.

En agua, a medida que se aumentaba el voltaje en el equipo de MEF (de 250 V a 300
V), disminuia el tiempo para llegar hasta la temperatura establecida (Tabla 1, Figura 6).
Igualmente ocurria con la emulsién Intralipid 20% (Tabla 1, Figura 7), sin embargo, los
datos muestran que, en el ensayo de 60°C, 275 V y 1200 Hz el tiempo para alcanzar la
T establecida fue menor (4,97 min) en comparacién al ensayo de 60°C, 300 V y 1200
Hz (5,6 min). A pesar de lo anterior, la condicion de 60°C, 250 V y 1200 Hz refleja un
tiempo considerablemente mayor para alcanzar la T establecida (9,13 min), por ello, es
probable que el valor de tiempo tan bajo para la condicién 60°C, 275 V y 1200 Hz sea
debido a un error experimental.

Con respecto a la frecuencia, en el agua no parecia haber relacién entre la frecuencia 'y
el tiempo de llegada a la T establecida. Por ejemplo, en los ensayos a 60°C y 300 V, a
una frecuencia mayor (1200Hz) se precisan de 1,7 min para alcanzar la T establecida,
asimismo, a una frecuencia menor (60 Hz) fue necesario un tiempo similar (1,73 min).
Por otra parte, a 55°C, 300 V y 1200 Hz y a 55°C, 300 V y 60 Hz, se observa que los
tiempos son de 1,43 y 1,67 min, respectivamente (Tabla 1). En este ultimo caso, los
valores difieren ligeramente debido a que la T inicial no es exactamente igual.

En el caso de la emulsion, los ensayos a 60°C y 300 V, muestran como a una frecuencia
de 1200 Hz, el tiempo de llegada a la T establecida fue de 5,6 min, mientras que, para
la frecuencia de 60 Hz, el tiempo fue de 5,12 min. Adicionalmente, a 60°C, 250 V y 1200
Hz el tiempo para alcanzar la T de llegada fue de 9,13 min mientras que a 60°C, 250 V
y 60 Hz fue de 9,87 min (Tabla 1). Por tanto, no parece haber efecto de la frecuencia en
los tiempos de calentamiento de la emulsion.
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La conductividad eléctrica es la propiedad méas importante que afecta al incremento de
la temperatura en la tecnologia MEF y depende en gran medida del contenido idnico del
producto (Présper, 2020; Silva et al., 2017). En este sentido, se observé como la
conductividad eléctrica del medio influye notablemente en el paso de la corriente. Por
un lado, la emulsion de agua en aceite al 20% (Intralipid 20%) al presentar una menor
conductividad (0,37 mS/cm), precisaba de mayor tiempo para alcanzar la temperatura
establecida en el sistema. Asi pues, teniendo en cuenta todas las condiciones
estudiadas, se tardaba de 4,37-9,87 min en alcanzar la temperatura establecida en la
emulsiéon (Tabla 1, Figura 7). Por otra parte, dado que el agua presentaba un mayor
valor de conductividad (1,02 mS/cm), en comparaciéon a la emulsién de agua en aceite,
el tiempo necesario para alcanzar la temperatura fijada se encontraba entre 1,4-2,63
min (Tabla 1, Figura 6).

Tabla 1. Valores de tiempo (min) para alcanzar la T establecida en las condiciones
ensayadas en el equipo MEF para el agua y la emulsion.

Agua Emulsion
50°C, 300V, 1200Hz 14 4,37
55°C, 300V, 1200Hz 1,43 5,08
60°C, 300V, 1200Hz 1,7 5,6
65°C, 300V, 1200Hz 1,85 6,5
60°C, 275V, 1200Hz 2,12 4,97
60°C, 250V, 1200Hz 2,63 9,13
60°C, 300V, 60Hz 1,73 5,12
60°C, 250V, 60Hz 2,62 9,87
55°C, 250V, 1200Hz 2,33 6,83
55°C, 300V, 60Hz 1,67 4,65
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Figura 6. Perfiles de T vs t en agua para las 10 condiciones ensayadas mediante el equipo
MEF.
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Figura 7. Perfiles de T vs t en la emulsién Intralipid 20% en las 10 condiciones ensayadas
mediante el equipo MEF.

4.2. Efecto de la aplicacion de campos eléctricos moderados sobre la
inactivacion de A.niger

En este caso, se compararon los resultados de inactivacion de los diferentes
tratamientos térmicos con los correspondientes ensayos MEF que se realizaron a la
misma temperatura. En la Figura 8 se muestra como a 50°C y 15 min, la inactivacion de
A. niger es significativamente superior (p<0,05) con el equipo MEF (a 37,5 V/cm 'y 1200
Hz), en comparacion al tratamiento térmico convencional. Sin embargo, con el equipo
MEF, en las condiciones indicadas en la Figura 8, la inactivacién de A.niger es de
Unicamente 0,43 reducciones logaritmicas. Por tanto, el bajo valor de inactivacion
alcanzado a 15 min y 50°C indica que, a esa temperatura, el dafio térmico sobre A.niger
es muy reducido, por ello, deben utilizarse temperaturas mas elevadas para tratamientos
aplicables a nivel industrial. Por ejemplo, a 58, 60 y 62°C segun Fujikawa e Itoh (1996),
se observaban valores de inactivacion mayores a 3 reducciones logaritmicas a los 15
min de tratamiento térmico.

0,2
0,1
~ 0 i T
Z-01 115
£.0.2
o
5-0,3
o
=04
0,5
0,6

t (min)

50°C_TT ——50°C_37,5V/cm_1200Hz

Figura 8. Comparacién de tratamiento térmico (50°C_TT) y ensayo de MEF a 50°C
(50°C_300V _1200Hz o 50°C_37,5V/cm _1200Hz).
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Inactivacion

Por otro lado, en la Figura 9 se observa el efecto en la inactivacion al realizar el
tratamiento térmico a 55°C y los ensayos de MEF a esa T establecida. Conesa Ty a 15
min se alcanzan valores de inactivacion mayores (> a 1 ciclo log) que con la T de 50°C.
La variabilidad en los recuentos mostrada en las Figuras 8 y 9 es debida a la variabilidad
de los tratamientos (térmicos y de MEF), las siembras y los recuentos. Se realiz6 un
analisis ANOVA y un test de comparacién de medias (con intervalos LSD (95%)) para
determinar si el tiempo de tratamiento y el uso de la tecnologia MEF tiene un efecto
significativo en la inactivacion a esa temperatura. En este caso, el tiempo presenta un
efecto significativo (p<0,05) en la inactivacion, tal y como muestra la Figura 10 A, donde
los intervalos LSD (utilizados para la comparacién de medias) a los diferentes tiempos
de tratamiento no se solapan. Por el contrario, la tecnologia MEF no present6 un efecto
significativo (p>0,05) sobre la inactivacion a 55°C (Figura 10, B). Estos resultados
reflejan, por un lado, que los niveles de inactivacion a 55°C son bajos, y por otro lado,
que no hay efecto del tratamiento MEF a esta temperatura en comparaciéon con el
tratamiento térmico convencional.
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Figura 9. Comparacién de tratamiento térmico (55°C_TT) y ensayos de MEF a 55°C.
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Figura 10. Graficos de intervalos LSD (Least Significative Difference) (95%) para el factor
tiempo (5, 10y 15 min) (A) y para el factor Tipo de tratamiento (Tratamiento térmico y MEF)
(B) a 55°C.

En el caso de los ensayos a 60°C (Figura 11), se observé la inactivacion de todas las
esporas de A.niger a los 5 min en las condiciones de 60°C y 37,5 V/cm a ambas
frecuencias (60 y 1200 Hz) (>6 reducciones logaritmicas). Por otro lado, en las
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condiciones de MEF con menor campo eléctrico (60°C, 34,38 V/cm y 1200 Hz; 60°C,
31,25 V/icm y 1200 Hz y 60°C, 31,25 V/cm y 60 Hz) se observé la inactivacion de todos
los microorganismos a partir de los 10 min de procesado (>5,5 reducciones
logaritmicas). En cambio, en el tratamiento térmico a 60°C no se observaba inactivacion
de todas las esporas ni siquiera a los 15 min de procesado (4,4 reducciones
logaritmicas). Al igual que en el caso anterior, se realizé un analisis ANOVA e intervalos
LSD para determinar efectos significativos de los factores tiempo vy tipo de tratamiento
sobre la inactivacién a 60°C. Segun el analisis ANOVA, el tipo de tratamiento a esta
temperatura si resultd presentar un efecto significativo (p<0,05, Figura 12A) sobre la
inactivacion de esporas de A.niger, por contra, el tiempo de tratamiento no presentd un
efecto significativo (p>0,05, Figura 12B). En este caso, los tiempos de tratamiento no
resultaron significativos en la inactivacion a 60°C, ya que como se comentd
anteriormente a 10 y 15 min se producia ya la inactivacion completa de las esporas en
los ensayos MEF, donde se empleaban campos eléctricos de menor valor. Por otro lado,
a 5 min, los valores de inactivacion eran muy elevados para 34,38 y 31,25 Vicm y la
inactivacion completa en el caso de emplear 37, 5 V/icm. Por este motivo, hubiese
resultado de interés a esta temperatura, haber obtenido datos de los ensayos MEF a
tiempos inferiores a 5 min (por ejemplo: 2, 2,5y 3 min).

12 14 16
T
t (min
10 (min)
60°C_TT —— 60°C_34,38V/cm_1200Hz 60°C_37,5V/cm_1200Hz
60°C_31,25V/cm_1200Hz 60°C_37,5V/cm_60Hz —@— 60°C_31,25V/cm_60Hz

Figura 11. Comparacién de tratamiento térmico (60°C_TT) y ensayos de MEF a 60°C.
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Figura 12. Gréficos de intervalos LSD (95%) para el factor Tipo de tratamiento (Tratamiento
térmico y MEF) (A) y para el factor tiempo (5, 10 y 15 min) (B) a 60°C.
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A la temperatura de 65°C (Figura 13) se mostré6 una mayor eficacia de la tecnologia
MEF a 37,5 V/cm y 1200 Hz, a los tiempos 3, 5, 10 y 15 min, ya que en esas condiciones
A.niger fue inactivado completamente (>6 reducciones logaritmicas). Estos resultados
estan en la linea de los obtenidos a la temperatura de 60°C. Ademas, de manera similar
a lo que ocurria a la T de 60°C, el analisis ANOVA demostré la existencia de un efecto
significativo (p<0,05, Figura 14A) del tipo de tratamiento utilizado. Sin embargo, a 65°C,
el efecto del tiempo no fue significativo (p>0,05) sobre la inactivacién de esporas de
A.niger, encontrdndose un solapamiento de los intervalos LSD a los tiempos de 3, 5, 10
y 15 min (Figura 14, B).
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Figura 13. Comparacion de tratamiento térmico (65°C_TT) y ensayo de MEF a 65°C
(65°C_37,5V/icm_1200Hz).
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Figura 14. Gréficos de intervalos LSD (95%) para el factor Tipo de tratamiento (Tratamiento
térmico y MEF) (A) y para el factor tiempo (3, 5, 10 y 15 min) (B) a 65°C.

Mdiller et al. (2021) estudiaron la inactivacion de conidios de Aspergillus fumigatus con
un tratamiento térmico convencional y con calentamiento 6hmico en zumo de manzana.
Se observaron efectos no térmicos durante el calentamiento 6hmico con temperaturas
de 75, 80 y 85°C. Ademés, el tiempo para conseguir la pasteurizacion del zumo,
utilizando el calentamiento 6hmico, redujo este parametro en un 23 % en comparacion
al tratamiento convencional. Cabe destacar, que en el referido estudio, la frecuencia y
el campo eléctrico se mantuvieron constantes, a 60 Hz y 20 +1 V/cm, respectivamente.

Asimismo, Kim et al. (2017), trataron de inactivar esporas de Alicyclobacillus
acidoterrestris (que contaminan jugos de manzana y son resistentes a los
tratamientos térmicos convencionales) mediante calentamiento 6hmico (OH). En este
caso se empled una intensidad de campo eléctrico de 26,7 V/cm (con un voltaje de
400 V) y una frecuencia de 25 kHz a temperaturas de 100°C durante 30 s. Asi, el
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calentamiento térmico convencional a esa temperatura y tiempo, resulté en una
eficacia en la inactivacion de A.acidoterrestris significativamente menor (p<0,05) en
comparacion al calentamiento 6hmico. Asimismo, el OH en las condiciones anteriores,
no supuso cambios significativos en el pH o los grados Brix del zumo de manzana.

A pesar de que los estudios comentados anteriormente estan relacionados con el
calentamiento 6hmico, se puede apreciar el efecto de la aplicacién de un campo
eléctrico moderado sobre la inactivacion microbiana.

4.3. Efecto del voltaje en la inactivacion de A.niger

El voltaje hace referencia a la tension eléctrica, que es la medida de la capacidad para
mover una carga eléctrica a través de un resistor y puede calcularse como la intensidad
de corriente (1) por la resistencia que opone el material (R) (V =I *R), esta es la primera
ley de Ohm. Esta ley puede aplicarse tanto a circuitos de corriente continua (DC) como
de corriente alterna (AC) (Silva et al., 2017).

Para evaluar el efecto de este parametro en la inactivacion por MEF se compararon
ensayos que presentaban la misma temperatura y frecuencia y diferente voltaje.
Adicionalmente, solo se tuvieron en cuenta los ensayos con una T establecida de 60°C
(Figura 15), dado que a 55°C el efecto sobre la inactivacion segun el tipo de tratamiento
(con la tecnologia MEF o el tratamiento térmico convencional) no fue significativo
(p>0,05).

En la Figura 15 A, se estudia el efecto del voltaje (250, 275 y 300 V) a 60°C y 1200 Hz.
Como se observa, los intervalos LSD se solapan para los voltajes estudiados, lo cual
indica que no existen diferencias significativas (p>0,05) para este factor en la
inactivacion de esporas de A.niger. En el caso de la Figura 15 B (60°C y 60 Hz), también
se muestra la inexistencia de un efecto de la tensién sobre la inactivacién de A.niger.
Probablemente, para poder evaluar si los valores de voltaje presentan un efecto
significativo sobre la inactivaciébn microbiana, deberian estudiarse otros valores mas
elevados (por ejemplo: 350, 400 y 450 V), lo cual no fue posible por el equipo disponible
en el laboratorio.
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Figura 15. Evaluacién del efecto del voltaje en ensayos de MEF mediante intervalos LSD
(95%). Comparacion de ensayos a una T de 60°C y frecuencia de 1200 Hz con voltajes de
300V, 275V y 250 V (A). Comparacién de ensayos a una T de 60°C y frecuencia de 60 Hz
con voltajes de 300 V y 250 V (B).
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Machado et al. (2010) utilizaron campos eléctricos moderados con T inferiores a 25°C
para la inactivacion de E.coli. Asi, la inactivacion no se deberia a un efecto sinérgico
entre la aplicacién de campos eléctricos y la temperatura. En concreto, el medio tratado
fue un buffer fosfato diluido con agua ultrapura. En el estudio concluyeron que los
campos eléctricos por encima de 220 V/cm producian reducciones de 3 ciclos
logaritmicos de E.coli en un tiempo inferior a 6 min. Por Ultimo, es conveniente indicar
que estos autores analizaron por microscopia electrénica de barrido (SEM) si las células
de E.coli se veian afectadas tras la exposicion a los MEF, observando cambios en la
membrana celular, los cuales podian ser la causa de la muerte celular.

En el caso de este estudio, se utiliza un campo eléctrico mayor en comparacién a los
agui estudiados (37,5, 34,38 y 31,25 V/cm), esto es debido a que se utilizé una T
ambiente (25°C) para evitar efectos térmicos indeseables. Sin embargo, el empleo de
una T moderada de 60°C, no implica que se produzcan efectos térmicos indeseables
sobre el medio tratado. El objetivo de la T es que exista un efecto sinérgico junto con el
campo eléctrico aplicado, de manera que permita la reduccion del tiempo para la
inactivacion de esporas de A.niger.

Mok et al. (2019), probaron la efectividad de la combinacion de esfuerzos cortantes
rotacionales (SS) y de MEF para la inactivacion de E.coli K12 en zumo de mazana a
dos temperaturas (40 y 50°C), hasta un tiempo de 30 min. Los valores seleccionados de
esfuerzos cortantes fueron de 151,5-2879 s y para la intensidad de campo eléctrico de
0-120 V/cm. La reduccion bacteriana de esta combinacion (SS+MEF) resulté
significativamente mayor (p<0,05) en comparacion al tratamiento térmico convencional
a la misma temperatura y a los tratamientos SS y MEF por separado.

Se vio como a medida que se aumentaba el parametro SS (151,5, 454,6, 1666,8y 2879
s1), laintensidad de campo eléctrico (0, 20, 60y 120 V/cm) y la temperatura (40 y 50°C)
se producia una mayor tasa de inactivacion microbiana.

La mayor tasa de muerte se alcanz6é a los 7,5 min con 5,62 + 0,44 reducciones
logaritmicas con la combinacién de la velocidad de corte de 2879 s y una intensidad
de campo eléctrico de 120 V/cm a 50°C. Ademas, en este caso, no hubo cambios
significativos sobre el pH, color o la actividad antioxidante en el zumo de manzana.

Murashita et al. (2017) evaluaron los efectos de la intensidad de campo eléctrico en la
inactivacion por calentamiento 6hmico de esporas de Bacillus subtillis. Estos autores
concluyeron que a medida que se aumentaba la intensidad de campo eléctrico (5, 10y
20 V/cm) y la frecuencia, se aumentaba la inactivacion de esporas de B.subtillis. Para
ello, utilizaron una temperatura de 101°C y un medio acuoso de cloruro sédico que fue
inoculado con esporas B.subtillis. En concreto, a 20 V/cm la inactivacion fue
significativamente mayor (p<0,05) en comparacion al tratamiento térmico convencional
a8, 10,12, 14y 16 min.

En vista de los resultados obtenidos por varios autores, aunque no se haya encontrado
bibliografia relacionada con el efecto del campo eléctrico en la inactivacion de hongos,
se observa que a medida que aumenta la intensidad de campo eléctrico (V/cm), y por
ende si se aumenta el voltaje, se produce mayor inactivacién microbiana. Por todo ello,
se sugiere el empleo de voltajes mayores que los empleados en el presente TFG. A su
vez, otra medida podria ser la reduccién entre la distancia de los electrodos en la camara
de tratamiento de MEF, aumentando asi el valor de la intensidad de campo eléctrico.
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4.4. Efecto de la frecuencia en la inactivacion de A.niger

La frecuencia y la forma de onda segun el voltaje aplicado puede afectar a la eficiencia
y la calidad del procesado por MEF. Ademas, se sabe que pueden tener lugar
reacciones electroquimicas indeseables (electrolisis) entre la superficie de los
electrodos y el medio con el que estan en contacto. Esto ultimo sobre todo ocurre cuando
se hace uso de frecuencias bajas (Silva et al., 2017).

Para determinar el efecto de este factor se hizo uso de experiencias a la misma
temperatura y voltaje, aunque con diferentes frecuencias. Unicamente se emplearon los
ensayos a 60°C y un voltaje de 250 V para evaluar como afecta este pardmetro en la
inactivacion. Esto se debe a que los ensayos a 55°C y 300 V no mostraron efectos
significativos de inactivacién microbiana al emplear la tecnologia de MEF (p>0,05). Por
otro lado, el analisis ANOVA no fue concluyente para los ensayos a 60°C y 300 V, dado
que no existia variabilidad en los datos y no se obtuvo un valor p a través del programa
Statgraphics Centurion (Figura 16A).

En este contexto, en la Figura 16 B se ilustra que no existe un efecto significativo
(p>0,05) de la frecuencia sobre la inactivacion de esporas de A.niger.
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Figura 16. Evaluacion del efecto de la frecuencia en ensayos de MEF mediante intervalos
LSD (95%). Comparacion de ensayos a una T de 60°C y voltaje de 300 V con frecuencias
de 60 Hz y 1200 Hz (A). Comparacién de ensayos a una T de 60°C y voltaje de 250 V con
frecuencias de 60 Hz y 1200 Hz (B).

No se ha encontrado bibliografia al respecto del efecto de la frecuencia en esporas de
hongos. Sin embargo, si se han estudiado casos del efecto de este parametro sobre
esporas en diferentes especies bacterianas. Debe tenerse en cuenta que las esporas
bacterianas son, por lo general, mas resistentes que las de hongos. Sin embargo, se
comentaran los resultados de algunos estudios que relacionan el efecto de la frecuencia
con la inactivacion de esporas bacterianas.

Murashita et al. (2017) determinaron los efectos de la frecuencia en la inactivacion por
calentamiento 6hmico de esporas de Bacillus subtillis. Con este objetivo, concluyeron
gue, a medida que se aumentaba la frecuencia (20, 40 y 60 kHz) y la intensidad de
campo eléctrico (hasta 20 V/cm) se aumentaba la inactivacion de esporas de B.subtillis.
Para ello, utilizaron una temperatura de 101°C y un medio acuoso de cloruro sddico que
fue inoculado con esporas de la bacteria en cuestion. En concreto, se produjo la
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inactivacion completa de esporas a 60 kHz de los 14 a los 16 min, sin embargo, a esos
tiempos las esporas todavia permanecian vivas en los tratamientos de 20 y 40 kHz.

Somavat et al. (2012) trataron de inactivar esporas de Geobacillus stearothermophilus
por calentamiento 6hmico y compararon la efectividad con el tratamiento térmico
convencional. Para este estudio los tratamientos Ohmicos se llevaron a cabo a
frecuencias de 60 y 10 kHz a temperaturas de 121, 125y 130°C.

La frecuencia de 10 kHz presentaba una tendencia general de mayor inactivacion que
el tratamiento convencional a las tres temperaturas. Por otro lado, el tratamiento 6hmico
de 60 Hz mostrd un patrén de inactivacion mejorado en comparacion con el tratamiento
convencional a medida que se aumentaba la temperatura del proceso. Asi, a la
temperatura de 121°C, el valor D (El valor D hace referencia al tiempo necesario a una
temperatura dada, para reducir la poblacién microbiana en 1 ciclo logaritmico) fue
significativamente inferior (de 0,88 min) para el calentamiento 6hmico a 10 kHz en
comparacion a los valores D para el OH a 60 Hz (1,17 min) y el tratamiento térmico
convencional (2,53 min). A 125°C los OH a ambas frecuencias (10 kHz y 60 Hz)
mostraron valores D significativamente inferiores (0,43 y 0,34 min, respectivamente) al
tratamiento térmico convencional, el cual presenté un valor D igual a 0,64 min. En
cambio, a 130°C los OH a 10 kHz y 60 Hz mostraron valores D de 0,05 min en ambos
casos, sin embargo, las diferencias no fueron significativas (p>0,05) respecto al
tratamiento térmico convencional (con valor D 0,06 min).

Cabe destacar que estos autores (Somavat et al., 2012) no reflejan datos concretos de
voltaje o de intensidad de campo eléctrico.

Estos resultados sugieren que el empleo de frecuencias mayores a 1200 Hz (que del
mismo modo evitan el fendbmeno de electrolisis en los electrodos) en el caso de esporas
del hongo A.niger, podria mejorar los resultados de inactivacion. Asimismo, debe
considerarse el planteamiento anteriormente explicado sobre la menor resistencia de
las esporas de hongos frente a las de bacterias.

5. CONCLUSIONES

El calentamiento de los medios (agua y emulsién) en el equipo de MEF, se realiza con
el objetivo de evaluar voltajes y frecuencias que son viables en cuanto a tiempo de
procesado, para alcanzar la T establecida con un sistema de MEF. Asi pues, se pone
de manifiesto como un medio con mayor valor de conductividad eléctrica, presenta un
menor tiempo para alcanzar la T establecida (en el agua se alcanza la T establecida
entre 1-3 min y en la emulsion entre 4-10 min). Ademas, el aumento en el voltaje reduce
el tiempo de llegada a la T establecida, en cambio, la modificacion de la frecuencia no
permite la disminucién del tiempo de llegada a T establecida.

El trabajo realizado muestra como el empleo de la tecnologia de campos eléctricos
moderados (MEF) para la inactivacion de esporas de A.niger en una emulsion de aceite
en agua, muestra resultados significativamente (p<0,05) mejores a los tratamientos
térmicos convencionales, si se emplean temperaturas iguales o superiores a 60°C. Por
ello, el efecto sinérgico entre el empleo de MEF y temperaturas moderadas, supone una
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tecnologia prometedora para la inactivacion microbiana en medios de uso alimentario,
médico o farmacéutico. Con este propdsito, deben realizarse mas estudios con otro tipo
de microorganismos (que puedan suponer un peligro frente a la seguridad y calidad en
estos productos) en el mismo medio y otros distintos, para evaluar el efecto de esta
tecnologia.

Por otro lado, el voltaje y la frecuencia no han resultado significativos (p>0,05) en la
inactivacion de esporas de A.niger en una emulsion, para las condiciones ensayadas en
el trabajo. Probablemente, el estudio de tiempos inferiores a 5 min con temperaturas
comprendidas entre 58 a 62°C y haciendo uso de la tecnologia MEF, podria dar
resultados respecto al efecto de estos dos parametros. Adicionalmente, varios estudios
sefialan que un aumento en el campo eléctrico aplicado (V/cm) produce mayor
inactivacion microbiana. Asi, resultaria de interés el empleo de voltajes (V) mayores a
los estudiados, evaluando asi, los efectos sobre la inactivacion en este tipo de medio y
para las esporas de A.niger.

Cabe destacar que varios estudios indican que los MEF, junto con temperaturas
moderadas, evitan la pérdida de compuestos de interés en los medios tratados, que si
ocurre frecuentemente con los tratamientos térmicos convencionales. No obstante, este
aspecto no se ha abordado en el presente proyecto, dado que no se ha estudiado el
efecto de los MEF y las temperaturas moderadas sobre los cambios fisico-quimicos que
pueden producirse en el medio (pH, color, etc.) o en ciertos componentes de interés
(lipidos, proteinas, etc.), representando un area de estudio para el futuro.
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ANEXOS Sonda de

temperatura

|. Celda de tratamiento MEF

Agitador
magnético

Il. Ejemplo de resultados de un tratamiento térmico.

En la imagen, de derecha a izquierda se muestran las diluciones en el orden:10°, 10,
102, 103, 104, 10°.

Temperatura: 50°C.

triplicado. Dilucion 10° sembrada por duplicado. Las diluciones 10?1, 102 y 10° se
siembran una sola vez.

Fila 2 = t = 15 min Dilucién 10* sembrada por triplicado. Dilucién 10 sembrada por
duplicado. Las diluciones 10, 102y 10° se siembran una sola vez.
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[1.1. Diluciones sembradas por triplicado en tratamientos térmicos

t=0min t=2min
1 50°C 107" -
2 55°C 107 10™
2 60°C 10 107, 107
a 65°C 10™ 107, 107

t=3 min

t=5min t =10 min t=15min
- 10

107, 107 107, 107

107, 107 10°% 107 10°, 107
107, 107 10" 10™

Ill. Ejemplo de resultados de un ensayo en el equipo MEF

* En las imagenes, de derecha a izquierda se muestran las diluciones en el orden: 100,

10%, 102, 103, 104

1. Ensayo 50°C, 300 Vy 1200 Hz

diluciones 101, 102 se siembran una vez.

Fila 1 > poblacién inicialat=0 min Dilucion 104 por triplicado. Dilucién 10 por duplicado. Las

Filas 2,3y 4> t =5 min; t = 10 min y t = 15 min; respectivamente. Se realizan triplicados de las
diluciones 101, 102, 103, 10-. De la dilucién 10° las placas solo se siembran una vez.

lI.1. Diluciones sembradas por triplicado en ensayos MEF

t=0min
1 50°C, 300 V, 1200 Hz 10™
2 55°C, 300 V, 1200 Hz 10
3 60°C, 300 V, 1200 Hz 10™
a 65°C, 300 V, 1200 Hz 107
5 60°C, 275 V, 1200 Hz 10™
6 60°C, 250 V, 1200 Hz 10™
7 60°C, 300V, 60 Hz 10™
3 60°C, 250 V, 60 Hz 10*
9 55°C, 300V, 60 Hz | 10"
10 55°C, 250 V/, 1200 Hz | 10™

t=3min

t=5min
107
107, 107
10", 107 107
10°, 107, 107
107, 10, 107
107, 107, 107
10", 107, 107
107, 10, 107
107, 107
107, 107

t=10 min
107
107, 107
107", 1072 107
10°, 107, 107
104, 107,107
10, 107, 107
10", 107, 107
10%, 107,107
107, 107
1072 107

t=15min
10
107, 107
10", 107, 10°
10°, 10
104, 107,107
10*, 107, 107
107", 107, 107
10, 107,107
107, 107
1072 107
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