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Titulo: Puesta a punto de una metodologia para la higienizacién de lechuga asistida mediante

ultrasonidos.

Resumen: La desinfeccion es uno de los procesos de mayor importancia en la industria de los
productos vegetales de IV Gama, con la que se pretende reducir la carga microbiana del
producto. Habitualmente se realiza mediante la aplicacion de agua a la que se adiciona un
compuesto desinfectante, normalmente hipoclorito sodico. Las cantidades del mismo deben ser
suficientes para asegurar la efectividad del proceso, pero, a su vez, las minimas para no resultar
perjudiciales para la salud del consumidor, no encarecer el proceso y reducir la contaminacion
del agua de lavado. Por otro lado, los ultrasonidos de potencia se han utilizado para la
intensificacion de procesos de inactivacion microbiana y para la higienizacion. En este sentido,
el principal objetivo de este trabajo fue evaluar la efectividad de la aplicacion de ultrasonidos de
potencia en la higienizacion de lechuga fresca cortada y su posible influencia en la reduccion
del uso de hipoclorito sédico. Los resultados obtenidos indicaron una mayor efectividad de los
ultrasonidos en el lavado de las muestras y una mayor efectividad del hipocldrito soédico en la
inactivacion. Por lo tanto, una combinacién de ambos métodos permitiria la reduccion de la
concentracion de hipoclorito en la disolucion de tratamiento con las consiguientes ventajas que

esto supone.
Palabras clave: IV Gama, hipoclorito sédico, ultrasonidos, lechuga, desinfeccion, E. coli
Title: Development of a methodology for lettuce ultrasonically assisted sanitization.

Abstract: Disinfection is one of the most important processes in the industry of fresh cut
vegetable products, which is applied to reduce the microbial load of the product. Typically, the
procedure is carried out by the application of water in which a disinfectant such as sodium
hypochlorite is added. The amount of this compound must be enough to ensure the effectivity of
the process but at the same time the minimum to avoid damaging the consumer’s health, to
reduce the process cost and to reduce the wastewater contamination. Furthermore, high power
ultrasounds have been used both to intensify the process of microbial inactivation and for
sanitation purposes. In this regard, this work aims to evaluate the effectiveness of the high
power ultrasounds application in the sanitation of fresh cut lettuce and its potential influence in
the reduction of the use of sodium hypochlorite. The results obtained show a higher
effectiveness of ultrasound in cleaning the samples but a higher effectivenes of sodium
hypochlorite for microbial inactivation. In such a way, the combination of both methods would
allow the reduction of the concentration of hypochlorite in the treatment solution, with the

subsequent advantatges that it involves.
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1. INTRODUCCION

1.1. IV GAMA EN LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

La industria agroalimentaria es uno de los sectores mas importantes dentro del complejo
industrial europeo, constituyendo el 14.6 % del total de ventas de la industria europea (FOOD
DRINK EUROPE, 2013).

En nuestro pais, la industria de alimentaciéon y bebidas espafiola es también la principal rama
industrial, representando el 20.5 % de las ventas netas de producto. Por otra parte, la industria
alimentaria de Espafia ocupa el quinto puesto a nivel europeo en ventas, superada soélo por
Alemania, Francia, Italia y Reino Unido (MAGRAMA, 2016).

En la década de los 80 llegan a Europa los productos de IV Gama, vegetales procesados en
fresco que dependen exclusivamente de la cadena de frio para conservar sus cualidades y
condiciones de consumo. De este modo la industria agroalimentaria aprovecha la horticultura
para sacar al mercado productos frescos minimamente tratados (Alonso, 2007).
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| PREALMACENAMIENTO |
]
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| ELIMINACION CAPA EXTERNA |

| REDUCCION DE TAMANO |

ENVASADO
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Figura 1| Diagrama de elaboracion de productos de IV Gama.
Fuente: Imagen obtenida de Ortola, 2016.

Sin embargo, los productos de IV Gama nacen durante los afios 70 en América (Aguerri, 2014).
Una de las principales causas de su aparicion es la falta de tiempo de los trabajadores para la
preparacion de alimentos. Por ello la busqueda de alimentos de rapida elaboracion o listos para
su consumo favoreci6 al desarrollo de estos productos.

Otro de los motivos que beneficio la aparicion de estos productos es el cada vez mayor interés
de los consumidores por alimentos naturales que contribuyan a llevar una dieta sana. Esto fue
un punto a favor para la creciente demanda de los productos de IV Gama, ya que se caracterizan
por ser frescos y saludables gracias a que conservan las propiedades de las hortalizas y frutas en



fresco y carecen de aditivos afiadidos, puesto que constituyen productos que s6lo se han
sometido a procesos de pelado, cortado y lavado (AINIA DISAL, 2016, Figura 1).

Podemos distinguir mas gamas aparte de la IV Gama:

I Gama: Frutas y hortalizas frescas muy pereceras que han sido deshidratadas o
encurtidas para su conservacion (Pefaur, 2014).

= ]I Gama: Conservas vegetales sometidas a un tratamiento para alargar su vida util.

= [II Gama: Frutas y hortalizas congeladas que requieren de una coccién para su
consumo.

*= V Gama: Productos cocinados y ultracongelados que precisan de un calentamiento.

Si comparamos con otras gamas de alimentos, la IV Gama comprende productos frescos y
naturales de rapida elaboracion, lo que puede considerarse una ventaja frente al resto de gamas
(Aguerri, 2014). Por otro lado, gracias a su atractiva presentacion y su buena relacion producto
natural-vida util, la IV gama se presenta como una alternativa a los productos vegetales frescos
(Pefaur, 2014).

La vida util de este tipo de productos se encuentra en torno a 10 dias, valor relativamente bueno
teniendo en cuenta que el producto no se somete a ningun tratamiento de esterilizacion. No
obstante, uno de los mayores factores limitantes de los productos de IV Gama es el aumento
metabolico del mismo. Asi, al ser un producto fresco cortado, la tasa respiratoria aumenta
debido al corte del tejido, lo que reduce su vida 1til si no se conserva en un ambiente adecuado
(Pefaur, 2014).

Otro de los aspectos limitantes de los productos de IV Gama es la carga bacterioldgica presente
en el producto. Debido a que los productos de IV Gama no reciben ningln tratamiento de
esterilizacion, la etapa de lavado va a determinar en gran medida la calidad del producto final,
ya que la funcion de esta fase es la de la eliminacion de la mayor cantidad de carga microbiana.
No realizar correctamente esta etapa puede perjudicar la salud del consumidor y acortar la vida
util del producto.

El método de lavado mas extendido es el empleo de agua clorada, actuando como desinfectante,
y a temperatura inferior a 4°C, evitando asi que el producto se caliente. Posterior al tratamiento
es necesario un aclarado para eliminar los restos de agua clorada y de suciedad que queden
presentes en el producto (Aguerri, 2014).

Respecto al mercado de IV Gama, hay una diferencia significativa entre las ventas en Estados
Unidos respecto a Europa. Concretamente, el pais americano encabeza este sector con un 85%
de ventas frente al 7% de ventas europeas. Esto se debe a la gran variedad de productos de IV
Gama presentes en el mercado, mientras que este segmento estd todavia poco desarrollado en
Europa (AINIA DISAL, 2016).

Dentro del mercado europeo, Inglaterra es el pais lider en la industria de la IV Gama, con un
consumo de 30 kg por persona al afio. En Espafia el consumo de productos de IV Gama ha
experimentado un notable aumento en los ultimos afios (Figura 2). Sin embargo, su valor es de
2.2 kg por persona al afio, muy pequeilo comparado con otros paises europeos como Inglaterra o
Francia (Aguerri, 2014).
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Figura 2| Consumo de productos de IV Gama en Espaiia periodo 2005-2012.
Fuente: Elaboracion propia a partir de la imagen obtenida de Aguerri, 2014.

En nuestro pais, dentro de las hortalizas empleadas para la obtenciéon de productos de IV Gama
(Figura 3), destaca la lechuga para ensaladas como el cultivo predominante, comprendiendo el
60% de la produccion. (Aguerri, 2014).

3% 1% K Lechuga ensalada

i Mezcla lechuga y otras
hortalizas

“ Minis (rabanitos, tomates
cherry, etc)

& Espinacas
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coles bruselas, brasicas...

Figura 3| Porcentaje de produccion de IV Gama por categorias en Espaiia.
Fuente: Elaboracion propia a partir de la imagen obtenida de Aguerri, 2014.

1.2. CARACTERISTICAS DE LA LECHUGA

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una planta anual consumida por sus hojas (a excepcion de la
variedad augustana) que pertenece a la familia Asteraceae y al género Lactuca. Estd compuesta
por un sistema radicular profundo y poco ramificado. Sus hojas se disponen inicialmente en
roseta y posteriormente forman un cogollo cuya consistencia depende de la variedad. Respecto a
la forma de las mismas, pueden ser redondeadas, lanceoladas o casi espatuladas, de consistencia



fibrosa o tierna y cuyo borde de los limbos puede ser liso, ondulado o aserrado. Se trata de una
planta autégama cuyas semillas estan provistas de un vilano plumoso (Maroto, 1999).

Dentro de la especie Lactuca sativa L. se distinguen cuatro variedades botanicas:

* Lactuca sativa var. longifolia Lam.: Cultivares que no forman un verdadero cogollo con
sus hojas. Estas poseen una forma generalmente oblonga.

* Lactuca sativa var. capitata L.: Sus hojas forman un cogollo apretado, las cuales poseen
una forma orbicular.

* Lactuca sativa var. inybacea Hort.: Provistas de hojas sueltas y dispersas
* Lactuca sativa var. augustana Irish.: Variedad aprovechada por sus tallos.

Las variedades longifolia y capitata son las de cultivo mas extendido en el mundo occidental
(Maroto, 1999).

Respecto a los tipos de lechuga mas consumidos en Espafia, podriamos destacar los tres
siguientes:

= Lechuga romana (var. longifolia): Es el tipo de lechuga mas consumido en el mercado
nacional. Esta provista de hojas alargadas, con bordes enteros y nervio central muy
ancho, ademas no forma un verdadero cogollo.

= Lechuga iceberg (var. capitata): Su cultivo es tipico de las provincias de Murcia y
Alicante. Posee hoja redonda y crujiente, y forma un cogollo compacto.

= Lechuga trocadero (var. capitata): Es acogollada, pero de hoja mantecosa y no
crujiente. Como no forma un cogollo verdadero, en algunas fuentes se incluye en la var.
crispa L. (Gémez, 2001).

La lechuga se cultiva en zonas templadas de todo el mundo, tanto al aire libre como en
invernaderos, lo que facilita su disponibilidad para el consumo durante todo el afio
(MAGRAMA, 2013). En Espafia es el tercer cultivo horticola que mas superficie emplea para
su cultivo (33868 ha) por detras de la patata y el tomate (MAGRAMA, 2014). Predomina la
siembra en semilleros durante un periodo entre 4 y 6 semanas seguido de trasplante del cultivo
en campo. En ¢él, se disponen en lineas simples o dobles, dejando una separacion entre plantas
de unos 30 0 40 cm (Lopez et. al, 1999).

En lo que concierne a la composicion nutricional, la lechuga es un alimento constituido casi en
su totalidad por agua, con un contenido en proteinas, grasas e hidratos de carbono no muy
elevado (MAGRAMA, 2013). Como se muestra la Tabla 1 (Maroto, 1999), las variedades de
lechuga iceberg son las que mayor contenido en agua poseen. Por otro lado, las variedades
romanas poseen mayor cantidad de proteinas, grasas e hidratos de carbono totales.

Debido al elevado contenido en agua, la lechuga es un alimento que no aporta demasiadas
calorias, siendo las variedades iceberg las lechugas menos caléricas. En lo que respecta al
contenido en minerales, la lechuga contiene principalmente calcio, hierro, fosforo, potasio y
sodio, aunque la cantidad total de minerales no es muy relevante. En Tabla 1, se puede apreciar
que el nutriente mas abundante es el potasio, encontrandose en menor cantidad en las variedades
iceberg. Por otro lado, el contenido en sodio es muy similar en las tres variedades comparadas.



La lechuga contiene flavonoides que pueden resultar muy beneficiosos para la salud del

consumidor debido a su actividad antioxidante,

(MAGRAMA, 2013).

antitromboética y anticarcinogénica

Tabla 1| Composicion nutricional en 100 g de la parte comestible de distintos tipos de lechuga.

Fuente: Elaboracion propia a partir de Maroto, 1999.

Componentes Romanas Iceberg Trocadero

Agua (g) 94.0 95.5 95.1
Proteinas (g) 1.3 0.9 1.2
Grasas (g) 0.3 0.1 0.2
Hidratos de carbono totales (g) 35 2.9 2.5
Fibra (g) 0.7 0.5 0.5
Cenizas (g) 0.9 0.9 1.0
Calcio (mg) 68 20 35

Hierro (mg) 14 0.5 2.0
Fosforo (mg) 25 22 26

Potasio (mg) 264 175 264
Sodio (mg) 9 9 9

Vitamina A (UI) 1.900 330 970
Tiamina (mg) 0.05 0.06 0.06
Riboflavina (mg) 0.08 0.06 0.06
Niacina (mg) 0.4 0.3 0.3
Vitamina C (mg ac. Ascorbico) 24 5 9

Valor energético (kcal) 18 13 14

1.3. METODOS DE DESINFECCION DE FRUTAS Y HORTALIZAS. PROBLEMAS
ASOCIADOS

La industria agroalimentaria tiene como objetivo principal la oferta de productos saludables e
inocuos mediante técnicas que no sean perjudiciales para el medio ambiente (Castillo, 2015).
Una de las preocupaciones mas importantes para la industria agroalimentaria es la
contaminacion microbiana. En el caso de frutas y hortalizas, y especialmente para los productos
postcosecha cortados como el caso de la lechuga fresca para IV Gama. Esto resulta
especialmente importante en las areas cortadas ya que facilitan la colonizacion de los tejidos por
los agentes contaminantes (Janisiewicz et al., 1999).

Entre las fuentes de contaminacion més comunes en las hortalizas durante su cultivo se
encuentra el suelo, el estiércol, el agua de riego y los animales. A esto se une la contaminaciéon
que puede aparecer durante la cosecha, manipulacion, procesado y transporte del producto
(Johannessen et al., 2000). Entre los agentes patogenos mas comunes presentes en las hortalizas
y frutas frescas se pueden citar a Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes y Clostridium botulinum entre otros (FAQO, 2003). La presencia de estos agentes



puede ocasionar en el consumidor una serie de enfermedades muy variadas dependiendo del
microorganismo infeccioso, incluyendo desde vomitos, nauseas y fiebre (DEPARTMENT OF
HEALTH, 2003), hasta gastroenteritis (Salyers, 2002), infecciones del tracto urinario, neumonia
(MEDSCAPE, 2016) e incluso paralisis (BOTULISMO.ORG, 2016).

Con el objetivo de reducir la carga microbiana, los productos postcosecha suelen recibir
diferentes tratamientos de desinfeccion. Entre ellos destacan tratamientos que incluyen el uso de
acidos organicos o diversos agentes quimicos (Chaveste, 2006). Sin embargo, en el momento
actual, el método mas extendiendo para la desinfeccion de los productos de IV Gama es el
lavado con agua clorada, siendo el hipoclorito sédico (NaClO) el agente desinfectante mas
empleado en la industria (Lee y Baek, 2008).

El hipoclorito sodico es un derivado del cloro de color claro (entre verde y amarillo) y de olor
caracteristico. Sus propiedades desinfectantes son funciéon de una serie de factores (FAO, 2016):

= La concentracion de cloro libre (50-200 mgL ™" para productos frescos cortados) (Lopez-
Galvez et al., 2010).

= La temperatura (inferior a 50 °C) y el tiempo de contacto. No es conveniente realizar
tratamientos excesivamente largos (no superior a 30 minutos) debido al efecto
COrIToSsivo.

= La presencia de materia organica consume cloro libre, reduciendo asi su capacidad
desinfectante.

= El pH durante el almacenamiento debe oscilar entre 9 y 11 para reducir la
descomposicion.

Una de las caracteristicas a tener en cuenta es que el hipoclorito de sodio es un agente
desinfectante inestable, que se evapora a una velocidad media de 0.75 gL' de cloro por dia. El
contacto con acidos, la luz solar, algunos metales y gases corrosivos también favorecen su
eliminacién (CESVBC, 2016).

NaOCl +H,0 :‘>@+ Na' + @‘

Agente desinfectante Causa el Aumento de pH

Figura 4| Reaccion quimica del hipoclorito sédico en el agua.
Fuente: Imagen obtenida de CESVBC, 2016.

A pesar de ser el desinfectante mas empleado en la industria alimentaria, el hipoclorito s6dico
posee una eficacia limitada y forma subproductos toxicos en presencia de materia orgénica,
pudiendo ser perjudicial para el consumidor (Olmez y Kretzschmar, 2009). Asi mismo, el
hipoclorito so6dico es una sustancia corrosiva para los ojos, la piel y el tracto respiratorio,
corrosiva por ingestion, pudiendo incluso originar edema pulmonar si se produce su inhalacion
(INSHT, 1994).

Otro de los agentes quimicos muy utilizados para la desinfeccion de frutas y hortalizas cortadas
es el dioxido de cloro. Este desinfectante no reacciona tanto como el hipoclorito con la materia
organica y, ademas, tiene un mayor poder oxidante que las sales de hipoclorito. No obstante, es
un compuesto altamente inestable. Uno de los grandes inconvenientes de esta sustancia quimica



es el hecho de ser explosivo a concentraciones superiores al 10%, lo que imposibilita su traslado
en forma concentrada (Garmendia y Vero, 2006).

Ademés de los compuestos clorados, el sector de la IV Gama dispone de otros agentes
desinfectantes como el peroxido de hidrégeno o el ozono. En el caso del perdxido de hidrogeno,
su empleo esta limitado debido a su capacidad para alterar el color de los alimentos, que limita
la aceptacion del consumidor. Respecto al ozono, a pesar de ser una sustancia efectiva a bajas
concentraciones, puede provocar efectos toxicos para los consumidores, ademas del deterioro de
propiedades organolépticas del producto como el color o el sabor (Parish, 2003).

A todos los inconvenientes sobre estos agentes desinfectantes mencionados anteriormente, se
debe sumar que algunos de ellos pueden ser corrosivos en ciertos equipos y contaminantes para
el medio ambiente (Parish, 2003). Por tanto, actualmente es de gran interés la busqueda de
métodos alternativos de desinfeccion, que reduzcan o prescindan del uso de sustancias quimicas
(Olmez y Kretzschmar, 2009).

1.4. ULTRASONIDOS DE POTENCIA: APLICACIONES EN LA INDUSTRIA
AGROALIMENTARIA

Los ultrasonidos son ondas mecéanicas que requieren de un medio para propagarse, cuya
frecuencia es superior al limite perceptible por el oido humano (20 kHz) (Mulet et al., 1999).
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Figura 5| Propagacion de una onda acustica.
Fuente: Imagen obtenida de Castillo, 2015.

Las ondas ultrasénicas se caracterizan por una serie de parametros: frecuencia, longitud de
onda, amplitud, velocidad acustica, intensidad actstica, presion actstica, potencia acustica,
densidad de energia, impedancia acustica y atenuacion (Castillo, 2015).

En funcioén de la frecuencia y la intensidad, los ultrasonidos se pueden clasificar en ultrasonidos
de potencia o alta intensidad (HPU) y en ultrasonidos de sefial o baja intensidad (LPU). Los
HPU comprenden frecuencias que oscilan entre 20 y 100 kHz e intensidades superiores a 1
Wem™ Por otro lado, los LPU presentan frecuencias superiores a los HPU (10° — 10° kHz) e
intensidades menores (>1 Wem™) (Mulet et al., 1999).



En la industria alimentaria, la aplicacion de ultrasonidos de potencia se centra principalmente en
la intensificacion de procesos relacionados con la transferencia de materia o de calor (Carcel et
al.,2012). En cuanto a los ultrasonidos de sefial, son empleados para la deteccion de defectos en
piezas metalicas, la medicion de distancias o el diagnostico médico (Mulet et al., 1999). En el
campo alimentario también tienen numerosas aplicaciones, como por ejemplo para el control del
salado de productos carnicos (Diaz, 2014).

Debido a la facilidad de propagacion de estas ondas en medio liquido, los HPU suelen aplicarse
en sistemas liquido-liquido y liquido-sélido (Mulet et al., 2003). La difusiéon de la onda
ultrasénica de alta intensidad a través de un medio liquido como el agua genera un fenémeno
llamado cavitacion. Este consiste en la formacién de micro burbujas que sufren una implosion.
Esto se debe a que cuando los ultrasonidos atraviesan un medio provocan ciclos de compresioén
(alta presion) y rarefaccion (baja presion). Si durante la fase de rarefaccion la energia
ultrasénica supera un nivel determinado, las fuerzas de atracciéon que unen a las moléculas
puede romperse, pudiendo formarse micro burbujas debido a nucleos de gas presentes (Soria y
Villamiel, 2010).

Se puede distinguir entre cavitacion estable y transitoria dependiendo de la naturaleza de las
burbujas formadas (Carcel et al., 2012). En el primer caso, las micro burbujas permanecen
estables en las oscilaciones de los ciclos acusticos, aumentando y disminuyendo su tamafio de
manera regular. De esta manera, pueden producir microcorrientes en el medio liquido. Respecto
a la cavitacion transitoria, las micro-burbujas aumentan su tamafio en cada oscilacion y cuando
alcanzan un tamaio critico sufren una implosion. Esto produce fuerzas de corte y turbulencia
muy importantes en las zonas de cavitacion (Castillo, 2015).

Si la implosion de las micro burbujas se produce cerca de la superficie de un sélido, es
asimétrica, y da lugar a un “microjet”, que impacta sobre la superficie del sélido. Esto favorece
el transporte de calor y de materia entre el s6lido y el liquido (Castillo, 2015).

Entre las diferentes aplicaciones de los HPU en la industria agroalimentaria, destaca la
conservacion de alimentos (Gémez-Diaz y Lopez-Malo, 2009), no obstante, se deben mencionar
la intensificacioén de diversos procesos como:

= Coccion de alimentos: Permitiendo reducir el tiempo de tratamiento obteniéndose
productos més uniformes (Han y Baik, 2006).

= Extraccion: Los ultrasonidos rompen la pared celular de las plantas, facilitando la
penetracion del solvente para la extraccion de solutos en plantas y semillas (Ahmad-
Qasem et al., 2013).

» Deshidratacion e impregnacion: Aumentando la difusividad del agua, mejorando el
rendimiento de deshidratacion e impregnacion de solidos solubles (Carcel et al., 2007).

= Homogenizacion y mezclado de emulsiones: Por medio del fendomeno de cavitacion.
(Soria y Villamiel, 2010).

= Liofilizacion: Permitiendo una mejor salida de agua del producto (Garcia-Pérez et al.,
2012).

* Inactivaciébn microbiana y enzimatica: Los ultrasonidos de potencia ocasionan una
ruptura de las membranas celulares de los microorganismos, facilitando la extraccion de



sus componentes (Piyasena et al., 2003). Por otra parte, Yuting et al. (2013) estudiaron
la aplicacion de ultrasonidos de potencia como una alternativa para la conservacion de
productos postcosecha, con el fin aplicar una dosis menor de agentes quimicos para la

higienizacion de los mismos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo fue determinar la viabilidad del uso de los ultrasonidos
de potencia como método para la mejora de la higienizacién de productos postcosecha. Para
conseguir este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos particulares:

»= Determinar la efectividad del hipoclorito de sodio en disolucion para la desinfeccion de
lechuga fresca cortada.

= Determinar la efectividad de los ultrasonidos para la desinfeccion de lechuga fresca
cortada.

= Comprobar la eficacia de los ultrasonidos de potencia para la intensificacion de la
desinfeccidén en combinacioén con hipoclorito sodico.

= Determinar la posibilidad de reducir el tiempo de desinfecciéon, tanto empleando
unicamente ultrasonidos o hipoclorito como la combinaciéon de ambos métodos.

=  Modelizar las cinéticas de inactivacion microbiana obtenidas mediante la utilizacion de
diferentes modelos matematicos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIA PRIMA

Las experiencias de desinfeccion se realizaron con hojas de Lechuga romana fresca (Lactuca
sativa var. longifolia). Las piezas de lechuga se adquirieron en un supermercado de Valencia,
Espafia, y se conservaron durante un dia a 4°C. Posteriormente, se eliminaron y se desecharon
las hojas exteriores. Las hojas internas se cortaron en muestras cuadradas (3 x 3 cm) con un
cuchillo de acero inoxidable estéril (Figura 6). Las muestras de lechuga recién cortadas se
mezclaron bien para obtener una muestra homogénea y se lavaron con agua de grifo durante 1
minuto para eliminar la suciedad.

Figura 6| Detalle de la obtencion de muestras de lechuga cortada de 3x3 cm con un cuchillo de acero
inoxidable estéril.
Fuente: Elaboracion propia.

3.2. MICROORGANISMO INOCULADO

El microorganismo empleado para el estudio de desinfeccion fue Escherichia coli CECT 101
(E. coli) fue proporcionado por el Area de Microbiologia, Departamento de Biotecnologia de la
Universitat Politécnica de Valencia (2016). El cultivo se conservo a una temperatura de 4 °C en
Luria Bertani Agar (LB Agar, Sigma-Aldrich, USA) y se resembr6 en nuevas placas de LB
Agar de forma mensual.

3.2.1. PREPARACION DEL CULTIVO

Para la preparacion del inoculo de E. coli se partidé de un cultivo starter. En primer lugar, se
tomo una colonia de E. coli con un asa de siembra y se introdujo en un matraz erlenmeyer con
50 mL de Luria Bertani Broth (LB Broth, Sigma-Aldrich USA). Tras la inoculacién se coloco a
una temperatura de 37 °C durante 24 h en una camara incubadora (J.P. SELECTA, Modelo
3000957, Barcelona, Espaiia) situada sobre un agitador orbital (J.P. SELECTA, Rotabit Modelo
3000974, Barcelona, Espafia) a 120 rpm para favorecer el crecimiento de la bacteria de manera
homogénea. Pasadas las 24 horas, se tomaron 100 uL de la disolucién con una micropipeta
(SOCOREX Acura 100-900 uL, Suiza) y se introdujeron en otro erlenmeyer con 50 mL de LB
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Broth (Figura 7). Después se introdujo el nuevo matraz en la camara incubadora en las mismas
condiciones que la disolucidon anterior durante 18 h. Tras este tiempo se obtuvieron las células
de E. coli en fase estacionaria temprana (Ortufio et al., 2012). Todo el material empleado en la
experiencia fue previamente esterilizado en autoclave (J.P. SELECTA, Modelo Preso clave 75,
Barcelona, Espaia).

Figura 7| Matraces erlenmeyer con LB Broth esterilizados y micropipeta.
Fuente: Elaboracion propia.

Transcurridas las 18 horas, se introdujeron 15 mL de la suspensiéon microbiana en dos tubos de
centrifuga estériles. Estos tubos se introdujeron en una centrifuga (J.P. SELECTA, Modelo
Medifriger-BL-S 7001377, Barcelona, Espafa) (Figura 8). La centrifugacion se realizé a una
temperatura de 4°C a 5000 g durante 5 minutos.

Figura 8| Centrifuga con tubos.
Fuente: Elaboracion propia.
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Una vez separadas las fases, se elimind el sobrenadante y se afiadieron 20 mL de una solucion
salina estéril (SS, 0.85% w/w) previamente esterilizada en autoclave. Seguidamente se
homogeneiz6 la muestra mediante agitacion de los tubos de centrifuga en un agitador vortex
(VWR INTERNATIONAL, modelo 444-1372, Alemania). Tras obtener la solucion final, se
procedid a cultivarla en placas LB Agar con el fin de comprobar el crecimiento correcto en la
solucion salina. Posteriormente se dejo en la camara incubadora durante 24 horas a 37 °C.

3.2.2. INOCULACION DE E. COLI

La inoculacién se realizé afiadiendo 100 uL de la solucién final agitada en las muestras de
lechuga fresca (muestras de 3 x 3 cm) situadas en bandejas de plastico estériles, empleando para
ello una micropipeta. Terminada la inoculacion, las muestras se dejaron secar durante 1 hora en
una campana de flujo laminar (TELSTAR TECHNOLOGIES, modelo AH-100, Terrassa,
Espaiia).

En este punto, cabe destacar la problematica especifica de la relacion entre tiempo de secado y
temperatura de la muestra. Asi, 1 hora no resulté un periodo de tiempo suficiente para asegurar
la adherencia de la solucion bacteriana sobre la superficie de la lechuga. Por otro lado, la
lechuga no debe permanecer mucho tiempo a una temperatura superior a 4 °C, ya que sus
caracteristicas fisicas (turgencia principalmente) pueden verse alteradas. Como solucion de
compromiso se optd por, transcurrida la hora de secado, almacenar la lechuga durante 24 horas
a una temperatura de 4 °C. Esto permitio la adherencia de los microorganismos, manteniendo el
producto a una temperatura Optima. Una vez inoculada la bacteria, se determind la
concentracion inicial de E. coli en la muestra.

3.3. DESINFECCION DE LA LECHUGA

El estudio de la eficacia de la aplicacion de ultrasonidos de potencia como agente desinfectante
se realizd a partir de tres tratamientos de desinfeccion en lechuga fresca cortada: Uno con
aplicacion de NaClO, otro con aplicacion de HPU y el ultimo con la combinacion de ambos, es
decir, la aplicacion de NaClO con HPU.

3.3.1. MONTAJE EXPERIMENTAL

En las Figuras 9, 10, 11 y 12 se muestran imagenes de los principales componentes del montaje
experimental empleado para la desinfeccion del producto fresco mediante ultrasonidos de
potencia (HPU). Dichos componentes son:

=  Generador de ultrasonidos (ATU Ultrasonidos, modelo G.A.T-1500, Manises, Espafia)
(Figura 9). Genera una onda de alta frecuencia a partir de energia eléctrica (programada
de féabrica, 40 kHz). También dispone de un sistema con barrido de frecuencias
configurable para limitar los efectos de aparicion de un campo estacionario con zonas
de maxima y minima presion acustica. Estd compuesto por dos bloques principales: un
circuito de control, mediante el cual se puede visualizar la intensidad y el nivel de
potencia de salida; y un circuito de potencia, con el que permite modular la potencia de
ultrasonidos (hasta 1500 W).
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Figura 9| Generador de ultrasonidos.
Fuente: Elaboracion propia.

= Bafio de ultrasonidos (ATU Ultrasonidos, modelo ATG-E, Manises, Espafia) (Figura
10). Tanque de acero inoxidable con una capacidad de 60 L. Estd compuesto por un
conjunto de transductores acoplados a la base del bafio. Estos vibran al recibir una sefial
eléctrica de alta frecuencia proveniente del generador, emitiendo asi una onda
ultrasonica en direccion perpendicular a la base. Esta provisto de una doble camisa de
refrigeracion para controlar la temperatura en el interior del tanque.

Figura 10| Baiio de ultrasonidos.
Fuente: Elaboracion propia.
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= Equipo de frio (Figura 11). Circuito de frio por el que se recircula una solucion de agua
glicolada y que posibilita el control de temperatura en el bafio. Estd compuesto por un
intercambiador de calor que permite el enfriamiento del fluido almacenado en el
depdsito de la Figura 11, y desde el que se suministra la disolucion a baja temperatura a
la camisa de refrigeracion del bafio.

Figura 11| Detalle del intercambiador y depdsito pulmon del sistema de refrigeracion del bario de
ultrasonidos.
Fuente: Elaboracion propia.

=  Termometro digital (TES, Thermometer modelo 1300, Taiwan) (Figura 12). Permite la
medicion de la temperatura del agua dentro del tanque por medio de un sensor termopar
K.

Figura 12| Termometro digital.
Fuente: Elaboracion propia.
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La configuracién con la que trabaja el equipo de desinfeccion ultrasonica se esquematiza en la
Figura 13.
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Figura 13| Equipo de desinfeccion ultrasonica. A) Enfriador. B) Valvula. C) Intercambiador de calor.

D) Bomba. E) Deposito de agua glicolada. F) Baiio de ultrasonidos. G) Soporte de muestras. H)
Termopar 1) Muestras de lechuga. J) Transductores. K) Termometro digital. L) Generador de
ultrasonidos.

Fuente: Modificado a partir de la imagen de Ozuna et al., 2014.

El generador proporciona la sefial eléctrica con la amplitud y frecuencia determinada. Esta sefial
es recibida por los transductores, los cuales la transforman en vibraciones mecanicas de
frecuencia ultrasdnica. A su vez, esta energia acustica se transmite al interior del bafio. Las
muestras se sitian sumergidas en el bafo (25 L) en posicion perpendicular a la direccion de la
onda ultrasonica. De esta manera, se facilita que la onda alcance a la maxima superficie posible
de muestra. Los ultrasonidos generan el fenomeno de cavitacion. Este consiste en la formacion,
crecimiento y colapso de micro burbujas en el seno del liquido. La implosiéon de las mismas en
zonas proximas a superficies solidas genera un micro-jet que golpea la superficie (Castillo,
2015; Soria y Villamiel, 2010). Este efecto es la base de las aplicaciones de los ultrasonidos
para limpieza y podria contribuir tanto a la eliminacion de agentes contaminantes y
microorganismos como a la inactivacion de estos ultimos.

Durante la aplicacion de ultrasonidos, se encuentra en funcionamiento el equipo de frio. De esta
manera, se evita la subida de temperatura en el agua del bafio que producen los ultrasonidos, y
se diferencian los efectos mecéanicos de los mismos de los efectos puramente térmicos. Para
ello, el intercambiador de calor enfria el agua glicolada del depdsito, y ésta se recircula a través
de la doble camisa del bafio, permitiendo el control de la temperatura del agua del interior del
bafio. La temperatura de la misma se mide periddicamente mediante un termopar para
identificar oscilaciones fuera de rango.

3.3.2. METODOLOGIA DE DESINFECCION

Cada una de las experiencias de desinfeccion ensayadas consistieron en el tratamiento de 24
muestras de lechuga a una temperatura controlada de 4+1 °C. En todos los casos, el bafio de
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ultrasonidos contuvo 25 L de agua de grifo, y las muestras de lechuga permanecieron sujetas
mediante soportes metalicos con el fin de evitar cambios de posicion y permitir que el
tratamiento fuera similar en todos los casos.

Figura 14| Disposicion de muestras de lechuga en el bario de ultrasonidos.
Fuente: Elaboracion propia.

A intervalos de 5 minutos se fueron retirando sucesivamente 4 muestras de lechuga de manera
aleatoria, para evitar la influencia de su posicién en el bafio.

Para el tratamiento con hipoclorito sédico (NaClO) se utiliz6 Lejia Multiusos Consum, apta
para alimentos, adquirida en un supermercado de Valencia, Espafia. El producto en cuestion,
segun indica el fabricante, contiene 37 g de cloro activo por litro de agua a la salida de fabrica.
Ya que la concentraciéon de cloro activo normalmente empleada en la industria para la
desinfecciéon de productos frescos cortados se encuentra en el rango de 50-200 mgL™ (Lopez-
Gélvez et al., 2010) se diluyeron 135 mL de producto en los 25 L de agua del bafio. Esto
equivale a tener una concentracion de 200 ppm de cloro libre. Hay que tener en cuenta que el
producto pierde eficacia debido a la evaporacion del cloro (CESVBC, 2016). Sin embargo, se
estimé que la corta duracion de los tratamientos no fue suficiente para cambiar dicha
concentracion. Durante los tratamientos la disolucién de hipoclorito se sometié a una agitacion
suave manual para favorecer la homogeneidad.

En cuanto a los tratamientos con ultrasonidos (HPU), la potencia acustica se ajustd al maximo
valor permitido por el bafio (1500 W). También se realiz6 un barrido de frecuencia, modulando
al ancho de banda méximo permitido por el sistema y con una velocidad de barrido media. De
esta manera, se pretendié minimizar al maximo el efecto de campo estacionario y homogeneizar
al maximo el tratamiento de ultrasonidos recibido por todas las muestras.

Por ultimo, los tratamientos combinados con aplicacion de ultrasonidos y NaClO
(NaCIO+HPU) se realizaron en las mismas condiciones que los anteriores. Es decir, utilizando
el mismo producto desinfectante y a la misma concentraciébn que en los tratamientos con
hipoclorito sédico y con la misma potencia y modulacién de la frecuencia que en los
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tratamientos con HPU. Ademas, en este caso, también se ensay6 una concentracion diferente de
hipoclorito sodico, concretamente, de 100 ppm de cloro activo (67.5 mL de producto
desinfectante en 25 L de agua). Este ultimo tratamiento se realiz6 con el fin de comprobar si con
dicho tratamiento combinado seria posible reducir la cantidad de hipoclorito sédico empleado
para la desinfeccion de la lechuga.

3.4. ANALISIS DE RESULTADOS

Después de realizar cada tratamiento de desinfecciéon, se realizaron recuentos de
microorganismos activos en las muestras de lechuga para comprobar la eficacia de cada
tratamiento. Ademas, también se realizaron recuentos en el agua residual.

3.4.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

Se tomd 1 g de lechuga desinfectada y se introdujo en una bolsa de stomacher afiadiendo 9 mL
de agua destilada (relacion 1:10). Seguidamente se introdujo la bolsa en un stomacher durante 1
minuto (IUL INSTRUMENTS, modelo classic panoramic 9000500, Barcelona, Espafia)
obteniéndose asi una disolucion homogénea. Posteriormente se tomaron 100 uL y se diluyeron
hasta una concentracion adecuada para el recuento. Por tltimo, se sembraron 100 uL de la
dilucion en LB Agar y se introdujeron en la cdmara incubadora durante 24 h a 37 °C. De la
misma forma, se prepard una muestra control con lechuga que no habia recibido tratamiento,
para establecer la concentracion inicial de microorganismos.

Por otro lado, para el analisis del agua empleada para la desinfeccion, se tomaron 100 uL del
agua del bafio, diluyéndolos y cultivdndolos en las mismas condiciones que las muestras de
lechuga.

3.4.2. ANALISIS BACTERIOLOGICO

Respecto al andlisis bacteriologico, se realizoé un recuento de las colonias formadas en las placas
de LB Agar a la dilucion mas apropiada para cada caso. Esto permitio calcular la cantidad de
microorganismos presentes tras el tratamiento desinfectante, compararlas con la carga
microbiana de la muestra control y, asi, determinar la efectividad de los distintos métodos de
desinfeccion ensayados.

3.4.3. MODELOS MATEMATICOS

Para el estudio de la efectividad de los diferentes métodos desinfectantes se emplearon varios
modelos que representan cinética de inactivacion microbiana. En todos ellos, se consider6 al
logaritmo decimal del numero de microorganismos supervivientes como una variable
dependiente del tiempo. En primer lugar, se ensayon un modelo de cinética de primer orden (Ec.

).
0

log(Nﬁ) =—kxt (t=0) (Ec. 1)

Donde Nj es la concentracion inicial de microorganismos en la muestra, N la concentracion de
microorganismos a un determinado tiempo t y k es la constante de velocidad a la que se reduce
el contenido en microorganismos.
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También se ensayaron modelos no lineales como el modelo de Weibull (Ec. 2) y los modelos de
Peleg Tipo A (Ec. 3) y Tipo B (Ec. 4).

N
log(ﬁ) =-bxt" (Ec. 2)

0

Siendo b un parametro no lineal relacionado con la velocidad de inactivacién y n un parametro
que muestra la forma de la curva. De este modo cuando n=1 la curva de supervivencia es lineal,
mientras que si es diferente de uno puede ser concava hacia abajo (n > 1) o cdncava hacia arriba
(n<1).

o N a, xt (Ec.3)
Seh c.
8 N, (1+a2xtXa3—t)
Siendo a;, a, y a3 los parametros del modelo.
lo N 7 (Ec. 4)
S c.
AN, )T Tk e

Siendo ki, k, y m los parametros del modelo.

Los ajustes de los modelos se llevaron a cabo a mediante el programa Microsoft Excel 2016
(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA). Ademas, se calculd el coeficiente de
regresion (R?) y la raiz del error medio cuadratico (RMSE) para estimar la precision de los
modelos matematicos (Ec. 5y 6).

RMSE = (Ec. 5)

Ej‘:l(yl _y»’;)2
z

SRt
R =1-|2 (Ec. 6)

Siendo y; y y;* los valores experimentales y estimados, respectivamente; z el nimero de datos
experimentales, Sy la desviacion estandar total y Sy, la desviacion estandar de la estimacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. PUESTA A PUNTO DE LA METODOLOGIA DE SIEMBRA

Como paso previo para el correcto recuento de los microorganismos existentes, se determiné la
dilucién mas adecuada para cada uno de los tratamientos de desinfeccion considerados ya que
su eficacia y los distintos tiempos de exposicidon pueden afectar al nimero de microorganismos
supervivientes de manera diferente. Una seleccion adecuada de la dilucion permite realizar un
recuento de forma visual. Para ello, después de diluir, los resultados deben encontrarse dentro
de un intervalo comprendido entre 30 y 300 UFC por placa (Castillo et al., 2014).

Asi, en primer lugar, para los tres tratamientos utilizados en este trabajo (NaClO, HPU y HPU +
NaClO) se realizaron experiencias de puesta a punto, empleando en la siembra un rango de
diluciones de 10" a 10® M. Tras la incubacion de las muestras, se determind el rango de
concentraciones mas adecuado para cada tratamiento. Estos rangos fueron:

= Tratamiento NaClO: Diluciones de 107 a 10™ M.

* Tratamiento HPU: Diluciones de 10° a 10 M.

= Tratamiento HPU + NaClO (100 ppm): Diluciones de 107 a 10 M.
» Tratamiento HPU + NaClO (200 ppm): Diluciones de 10 a 10” M.
= Agua de lavado: Diluciones de 10" a 10° M

Una vez determinados estos valores, se comenzaron a realizar las distintas pruebas para estudiar
el efecto de los tratamientos en la desinfeccion de las muestras.

42. EFECTO DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS SOBRE LA REDUCCION
MICROBIANA

Para asegurar la significacion estadistica de los resultados, se realizaron 8 repeticiones
diferentes, para cada uno de los 4 tratamientos ensayados en este trabajo. En cada uno de ellos,
se realizo el recuento de microorganismos en las muestras de lechuga sometidas a los distintos
tiempos de tratamiento: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min. Ademas, se establecié como valor a tiempo
0, el recuento obtenido en muestras de lechuga inoculadas sin recibir ningin tratamiento
desinfectante. La temperatura de las muestras y la intensidad ultrasonica aplicada en los
tratamientos con ultrasonidos se midi6 continuamente, con el objetivo de mantener un control
de las condiciones experimentales.
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Tabla 2| Recuentos obtenidos en experiencias de desinfeccion con disolucion de hipoclorito sédico (200

ppm).

- Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 | Prueba 4 | Prueba 5 | Prueba 6 | Prueba 7 | Prueba 8
0 1.19-10° | 1.36-10° | 1.12:10° | 1.49-10° | 1.68:10° | 1.29-10° | 1.3810° | 1.85-10°
5 4.40-10° | 6.90-10° | 5.80-10° | 7.60-10° | 8.20:10° | 4.10-10° | 5.70-10° | 3.50-10°
10 5.20-10* | 3.20-10° | 5.90-10* | 4.20-105 | 1.03:105 | 6.50-10* | 6.80-10" | 9.70-10"
15 2.15-10* | 2.10-10* | 3.30-10° | 6.90-10* | 5.50-10° | 5.60-10° | 3.90-10* | 7.20-10°
20 2.02:10 | 1.76:10° | 2.92:10* | 2.77-10* | 3.20-10° | 1.90-10* | 2.41-10° | 4.81-10"
25 1.58-10* | 1.02-10° | 1.17-10* | 2.53-10° | 2.87-10* | 1.23-10* | 1.81-10° | 1.03-10*
30 1.31-10* | 6.50-10° | 9.10-10* | 2.64-10* | 1.94-10° | 1.17-10* | 1.54-10" | 9.30-10°

Tabla 3| Recuentos obtenidos en experiencias de desinfeccion empleando unicamente ultrasonidos.

oorganismos (UFC/g)

() Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 | Prueba 4 | Prueba 5 | Prueba 6 | Prueba 7 | Prueba 8
0 1.19-10° | 1.36-10° | 1.12:10° | 1.49-10° | 1.6810° | 1.29-10° | 1.3810° | 1.85-10°
5 9.90-10° | 1.24-10° | 1.05-10° | 1.26:10° | 9.10-10° | 8.40-10° | 8.90:10° | 8.49:10°
10 8.10-10° | 9.30-10° | 7.50-10° | 8.40:10° | 6.50-10° | 7.00-10° | 7.40-10° | 6.64-10°
15 5.90-10° | 4.40-10° | 3.54-10° | 6.10-10° | 3.90-10° | 3.10-10° | 5.20:10° | 3.97:10°
20 4.10-10° | 3.33:10° | 2.81-10° | 4.30-10° | 2.78:10° | 4.60-10° | 3.90-10° | 3.96:10°
25 227-10° | 2.19:10° | 2.44:10° | 2.92:10° | 2.06:10° | 2.91-10° | 2.2810° | 2.59-10°
30 1.94-10° | 1.53-10° | 1.70-10° | 2.4810° | 1.81-10° | 2.2810° | 1.84-10° | 2.13:10°

Tabla 4| Recuentos obtenidos en experiencias de desinfeccion combinando ultrasonidos con disolucion

de hipoclorito sédico (100 ppm).

- Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 | Prueba 4 | Prueba 5 | Prueba 6 | Prueba 7 | Prueba 8
0 1.19-10° | 1.36-10° | 1.12:10° | 1.49-10° | 1.6810° | 1.29-10° | 1.3810° | 1.85-10°
5 7.10-10° | 5.50-10° | 7.90-10° | 8.20-10° | 9.30-10° | 8.00-10° | 7.70:10° | 6.90-10°
10 1.25:10° | 1.4910° | 1.72:10° | 1.41-10° | 2.05-10° | 1.3810° | 1.54-10° | 1.18:10°
15 7.90-10* | 8.20-10° | 6.20-10* | 1.00-10° | 1.13-10° | 5.10-10* | 8.20:10° | 6.30-10"
20 4.40-10° | 2.92-10* | 530-10° | 4.90-10* | 3.60-10° | 2.77-10 | 3.00-10* | 3.90:10°
25 2.13-10* | 2.23-10° | 3.90-10* | 1.79-10* | 2.44-10° | 2.3810* | 2.61-10° | 2.40-10*
30 1.74-10* | 1.9810* | 1.89-10* | 1.11-10* | 1.55-10° | 1.46-10* | 1.90-10° | 9.80-10°

Tabla 5| Recuentos obtenidos en experiencias de desinfeccion combinando ultrasonidos con disolucion

de hipoclorito sédico (200 ppm).
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Concentracion de mic

(i) Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 | Prueba 4 | Prueba 5 | Prueba 6 | Prueba 7 | Prueba 8
0 1.19-10° | 1.36-10° | 1.12:10° | 1.49-10° | 1.6810° | 1.29-10° | 1.3810° | 1.85-10°
5 1.42:10° | 1.63-10° | 2.0810° | 1.21-10° | 1.25:10° | 1.39:10° | 1.60-10° | 1.01-10°
10 2.15-10* | 2.5410° | 3.70-10* | 2.31-10* | 2.6810° | 1.55-10* | 2.13-10° | 4.10-10"
15 231-10° | 2.91-10° | 4.30-10° | 5.10-10° | 2.72:10° | 1.84-10° | 2.60-10° | 2.49-10°
20 2.08:10° | 2.7410° | 2.80-10° | 2.20-10° | 2.34-10° | 1.91-10° | 2.4510° | 1.50-10°
25 1.41-10° | 2.17-10° | 2.01-10° | 1.51-10° | 1.36:10° | 1.33-10° | 1.90-10° | 1.27-10°
30 1.02:10° | 1.56-10° | 1.83-10° | 1.57-10° | 8.20-10*> | 7.40-10° | 8.30-10* | 9.20-10°

En la Figura 15 se representan las cinéticas de reduccién microbiana para cada uno de los
tratamientos que se llevaron a cabo (NaClO, HPU, HPU + NaClO 100 ppm y HPU + NaClO
200 ppm) . Cabe destacar que los valores de desviacion estandar obtenidos fueron muy

pequeios lo que demuestra la buena repetibilidad de las experiencias.

log (N/N0) experimentales

-3,5 -

Tiempo de tratamiento (min)

35

—#—NaClO (200 ppm)

—¢—HPU

HPU + NaClO (100 ppm)
—>=HPU + NaClO (200 ppm)

Figura 15| Valores experimentales del contenido de microorganismos medio y su desviacion estandar a

diferentes tiempos de tratamiento para los métodos de desinfeccion considerados.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede observar que el tratamiento con una disolucion
de hipoclorito sédico de 200 ppm resulté un método de higienizacién medianamente eficaz, con

una fuerte accion de desinfeccion durante los 10 primeros minutos (reduccion de 1.239 ciclos-
log). Sin embargo, solo se consigui6 reducir hasta 1.733 ciclos-log la poblacion durante los

siguientes 20 minutos. Esto podria ser debido a que durante los primeros minutos se inactivan
los microorganismos mas accesibles a la accion del NaClO, mientras que posteriormente la

efectividad se reduce.

22




El tratamiento con ultrasonidos durante 30 min a la maxima potencia del equipo (1500 W)
redujo la carga microbiana hasta un valor de 0.88 ciclos-log. La reduccion de microorganismos
es menor que la obtenida empleando NaClO durante 10 minutos. Por tanto, los ultrasonidos por
si solos se pueden considerar un método poco eficaz para la higienizaciéon de estas muestras en
comparacion con la disolucién de hipoclorito. Probablemente el efecto de los ultrasonidos sea
unicamente un efecto de limpieza, eliminando los microorganismos de la superficie, y no tanto
de inactivacion microbiana.

Por otro lado, el comportamiento de la curva de reduccion microbiana del tratamiento que
combinaba HPU con NaClO a 100 ppm fue similar al obtenido en los tratamientos en disolucién
de hipoclorito soédico de 200 ppm (Figura 15). Durante los 10 primeros minutos, la poblacion de
microorganismos de las muestras de lechuga se redujeron 0.976 ciclos-log, es decir, s6lo 0.263
ciclos-log menos que en el tratamiento con disolucion de NaClO a 200 ppm. A los 30 min de
tratamiento se llegd a una reduccion de 1.961 ciclos-log, lo que supone 0.083 ciclos-log menos
que con la disolucion de NaClO a 200 ppm. Estos resultados parecen indicar que la aplicacion
de ultrasonidos de potencia combinada con NaClO podria emplearse para reducir el uso de
hipoclorito como agente desinfectante.

Respecto al tratamiento combinado de una disoluciéon de mayor concentracion de NaClO (200
ppm) y ultrasonidos presentd una accion desinfectante mas poderosa que el resto de
tratamientos ensayadados. Asi, durante los primeros 10 minutos se redujo la carga microbiana
en 1,74 ciclos-log, valor superior al obtenido con el tratamiento realizado inicamente con una
disolucion de hipoclorito a la misma concentraciéon y al mismo tiempo. A un tiempo de
tratamiento de 15 min, la utilizacién combinada de ultrasonidos e hipoclorito sddico a 200 ppm
redujo la carga microbiana hasta 2,687 ciclos-log, valor muy superior al que se obtuvo por el
resto de tratamientos al maximo tiempo de exposicion. A partir de este tiempo, la reduccion de
microorganismos se ralentizo.

Los resultados analizados en este apartado concuerdan con lo observado en estudios similares
de inactivacion de Listeria monocytogenes (Lee et al., 2014) y Cronobacter sakazakii (Y oung et
al., 2015). En los mismos, el tratamiento con HPU no se mostrd efectivo para la desinfeccion,
mientras que si supuso una mejora del tratamiento de higienizacion con NaClO.

4.3. ANALISIS DEL AGUA DE LAVADO

También se realizaron andlisis del agua de lavado utilizada en cada uno de los tratamientos con
el objetivo de diferenciar los efectos de lavado de las muestras de los efectos de inactivacion de
los microorganismos. En la Figura 16 se muestran los valores experimentales del logaritmo de
la concentracion de microorganismos en el agua de lavado a cada tiempo para cada uno de los
tratamientos. Para poder realizar la comparacion entre tratamientos, se considerd como
referencia el valor inicial de contenido de microorganismos en las muestras de lechuga.
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Figura 16| Valores experimentales del andlisis del agua de lavado de los diferentes métodos.

Como muestra la Figura 16, se observo un aumento de la concentracion de microorganismos en
el agua de lavado con el paso del tiempo de exposicion en todos los tratamientos ensayados, en
contraposicion a lo encontrado en las muestras de lechuga.

En el caso del tratamiento con una disolucion de NaClO (200 ppm), se observa un aumento casi
lineal del contenido de microorganismos llegando hasta 5.23 ciclos-log.

En cuanto al tratamiento con aplicacién de HPU, se observé que la carga microbiana que queda
en el agua de lavado resulté mayor que la observada en el resto de métodos (7.43 ciclos-log).
Esto podria atribuirse a que los HPU son mas efectivos en cuanto a la limpieza de las muestras,
trasmitiendo los microorganismos al agua de lavado sin llegar a inactivarlos.

Respecto al método que combina HPU con una disolucién de NaClO a menor concentracion, la
cinética de la carga microbiana en el agua de lavado resultd intermedia entre los tratamientos de
aplicacion de ultrasonidos y los realizados con una disoluciéon de NaClO a 200 ppm. Asi, se
observo que su carga microbiana se redujo en 3.13 ciclos-log a los 5 minutos de tratamiento,
valor similar al observado en el tratamiento con HPU (3.19 ciclos-log) y superior al observado
en el tratamiento con la disolucion de NaClO de 200 ppm (1.92 ciclos-log). Transcurridos 30
minutos la reduccidon aumento6 hasta los 6.75 ciclos-log, valor intermedio entre el observado en
el tratamiento con HPU (7.43 ciclos-log) y el de NaClO a 200 ppm (5.42 ciclos-log). En este
caso, se combinaria la mayor accion de lavado de la aplicacion de ultrasonidos, que aumentaria
el contenido de microorganismos en el agua de lavado, con el efecto inactivador del cloro, que a
su vez inactivaria parcialmente los microorganismos arrastrados por lavado.

Esto se confirmaria con los resultados obtenidos en el tratamiento combinado de aplicaciéon de
HPU y una disoluciéon de NaClO a la méxima concentracién ensayada, 200 ppm. En este caso,
se puede observar (Figura 16) que la cinética de la carga microbiana en el agua de lavado es
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similar a la observada para el mismo tratamiento, pero sin aplicacién de ultrasonidos. Dado que
en este caso la carga microbiana observada en las muestras de lechuga fue muy inferior a la de
los otros tratamientos (Figura 15), cabe pensar que se combinan la mayor efectividad de los
ultrasonidos en el lavado con el mayor poder de inactivacion del NaClO.

4.4, MODELIZACION MATEMATICA DE LA INACTIVACION MICROBIANA

Los resultados del apartado 4.2., correspondientes al recuento microbiano en muestras de
lechuga, se ajustaron en una primera aproximacion a un modelo log-lineal para describir la
cinética de inactivacion de E. coli en funcion del tiempo (Ec. 1). Sin embargo, este modelo
lineal no presentd un ajuste adecuado a los datos experimentales a excepcion del tratamiento
con HPU, como queda reflejado tanto por los bajos coeficientes R* y por altos valores de RMSE
(Tabla 6), como por la forma de las curvas de inactivacion mostradas en la Figura 15. Este
comportamiento no lineal también ha sido observado previamente para E. coli por Mahmoud y
Linton (2008) en la inactivacion en lechuga mediante CIO; gas.

Tabla 6| Pardmetros y estadisticos obtenidos del ajuste del modelo lineal a los valores experimentales de
inactivacion microbiana.

Tratamiento Modelolineal
k R RMSE
NaClO (200 ppm) 0.080 0.879 12.080
HPU 0.030 0.993 5.597
HPU + NaClO (100 ppm) 0.072 0.950 13.458
HPU + NaClO (200 ppm) 0.126 0.809 19.001

Por esta razon, se optd por ajustar diferentes modelos no lineales a los valores experimentales.
Concretamente, se emplearon el modelo de Weibull y los modelos de Peleg Tipo A y Tipo B
(Peleg, 2006). Asi, entre los modelos considerados para describir las cinéticas no lineales, el
mas empleado es el modelo de Weibull (Ec. 4), entre otras razones por su simplicidad y porque
permite modelizar curvas de inactivacion tanto lineales como patrones complejos.

Adicionalmente al modelo de Weibull, el ajuste se llevd a cabo mediante los modelos de Peleg
Tipo A (Ec. 5) y Tipo B (Ec. 6) (Ortufio et al., 2014). La aplicacion del modelo Tipo A es tipica
para tratamientos en los que la poblacién de microorganismos mas sensibles se reduce en los
primeros minutos (Peleg 2006). Por otro lado, el modelo Tipo B se ajusta en tratamientos que
constan de una rapida eliminacion de la poblacién microbiana mas débil, seguida de un aumento
de la resistencia del resto de microorganismos (Ortuilo et al., 2014).

Las Tablas 7 y 8 muestran tanto los parametros identificados para cada modelo como los
estadisticos R y RMSE calculados a partir del ajuste de las ecuaciones de cada modelo
matematico a los datos experimentales. La identificacién de los parametros se llevd a cabo
planteando un problema de optimizaciéon. Asi, se minimiz6 el sumatorio de las diferencias al
cuadrado entre los datos experimentales y los valores obtenidos por cada modelo. Para ello, se
empled el método del gradiente reducido generalizado (GRG) que se encuentra disponible en la
herramienta Solver de Microsoft Excel.
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Tabla 7| Parametros y estadisticos obtenidos del ajuste del modelo de Weibull a los valores
experimentales de inactivacion microbiana.

Tratamiento jclbiTE
b n R’ RMSE
NaClO (200 ppm) -0.248 0.638 0.960 14.902
HPU -0.028 1.026 0.993 4.787
HPU + NaClO (100 ppm) -0.144 0.781 0.974 16.107
HPU + NaClO (200 ppm) -0.530 0.539 0.963 8.605

Tabla 8| Parametros y estadisticos obtenidos del ajuste de los modelos de Peleg Tipo A y Tipo B a los

valores experimentales de inactivacion microbiana.

Peleg Tipo A Peleg Tipo B
a a, a; R’ |RMSE | k; Kk, m R’ | RMSE

Tratamiento

NaClO (200 ppm) | -9.731 | 0.015 | -65.777 |0.979| 10.871 | 2.195 | 109.637 | 2.080 | 0.995 | 4.294

HPU 7.601 | -0.004 | -253.06 |0.993| 5.469 | 1.895 | 174.548 | 1.484 | 0.995 | 6.169
HPU+$SO(100 110,059 | 0.008 | -96.256 | 0.982 | 13.896 | 2.158 | 156.590 | 2.021 | 0.992 | 4.762
HPU+$SO(200 13.463 | 0.020 | -49.251 10.985| 5295 |3.482 | 46.433 | 1.758 | 0.991 | 3.767

A continuacion, en las Figuras 17, 18, 19 y 20 se representan los ajustes de los diferentes
modelos a los datos experimentales para cada uno de los 4 tratamientos realizados donde se
pueden observar la bondad de los ajustes realizados en cada caso:
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Figura 17| Cinéticas de inactivacion experimental y predichas por los distintos modelos para los
tratamientos de desinfeccion con una disolucion de NaCIlO (200 ppm).

En el caso del tratamiento con una disolucion de NaClO a una concentracion de 200 ppm
(Figura 17) se puede apreciar que la curva presenta un comportamiento no lineal, con aspecto
sigmoide y con hombro durante los primeros minutos. Asi, se observa una rapida reduccion de
los microorganismos durante los primeros 10 minutos, reduciéndose posteriormente la
velocidad de inactivacion.

Entre los diferentes modelos utilizados, el modelo de Peleg Tipo B es el que mejor se ajusté al
comportamiento de este tratamiento presentando un valor de R* de 0.995 y de RMSE de 4.29%.
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Figura 18| Cinéticas de inactivacion experimental y predichas por los distintos modelos para los
tratamientos de desinfeccion con HPU.

Respecto al tratamiento empleando tinicamente ultrasonidos de potencia, el comportamiento de
la curva se asemeja mas a un modelo lineal. Asi, el parametro n del modelo de Weibul presenta
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un valor de 1.03. Esto indicaria, que los ultrasonidos realizaron una higienizacion de las
muestras con una eficacia constante con el tiempo (Figura 18).

Los tres modelos matématicos parecen ajustarse bien a la cinética de inactivacion, pues poseen
un valor de R? por encima de 0.99. No obstante, el modelo de Weibull fue el que mejor se ajusto
a los datos experimentales ya que presentd el menor valor de RMSE (4.78 %). Ademas, el valor
del pardmetro n es muy proximo a 1 (1.026) dando a entender que la curva tiene un
comportamiento lineal como se ha comentado en el apartado 3.4.3.
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Figura 19| Cinéticas de inactivacion experimental y predichas por los distintos modelos para los
tratamientos de desinfeccion combinando HPU con NaClO (100 ppm).

Por lo que se refiere al tratamiento combinado de ultrasonidos con una disolucién de hipoclorito
de sodio a menor concentracion (100 ppm), la cinética de inactivacion obtenida describié una
sigmoide con cierto hombro (Figura 19). Como se ha comentado en el apartado anterior, la
curva de los valores experimentales para este tratamiento es muy similar a la descrita por el
tratamiento mediante inicamente con una disolucion de NaClO de 200 ppm.

Tras el ajuste de los diferentes modelos matematicos, el modelo de Peleg Tipo B resulto ser el
mas adecuado para la descripcion del comportamiento de este método de higienizacion, ya que
los otros dos modelos no describen correctamente el hombro que forma la curva durante los
primeros minutos. Este modelo, ademas, presenta un valor de R* de 0.992 mayor que el
obtenido por los otros dos modelos.
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Figura 20| Cinéticas de inactivacion experimental y predichas por los distintos modelos para los
tratamientos de desinfeccion combinando HPU con NaCIO (200 ppm).

En cuanto al método que combind la aplicacién de ultrasonidos con una disolucion de
hipoclorito s6dico con una concentracion de 200 ppm (Figura 20), presentd un comportamiento
similar a los tratamientos descritos en las Figuras 16 y 18, a excepcion de que, en este caso, la
curva no presenté un hombro al inicio del tratamiento.

A la vista de los resultados obtenidos con los modelos matematicos aplicados, el modelo de
Peleg Tipo B es el que mejor se ajustd a la cinética de inactivacion microbiana en este caso, con
un valor de R* de 0.991.

Tras la realizacion del ajuste de los tres modelos en cada uno de los tratamientos aplicados, se
puede concluir que el modelo de Peleg Tipo B es el que mejor se ajustd a todos los tratamientos.
Por lo tanto, seria el més indicado para describir la cinética de inactivacion microbiana en los
diferentes métodos que se han utilizado en el presente trabajo. En todos los casos es el que
mejor se ajusta, con un valor de R* superior y un valor de RMSE inferior al del resto de
modelos.
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones mas importantes obtenidas en el presente trabajo se muestran a continuacion:

= En general, en el proceso de desinfeccion se observaron dos fases, una de rapida
eliminacién hasta 15 minutos de tratamiento y posteriormente otra en la que el proceso
es mas lento.

= Fl agua de lavado tuvo un efecto de arrastre de microorganismos que favoreci6 a los
métodos de higienizacion. Esto fue principalmente importante en los tratamientos con
ultrasonidos.

= Fllavado de las muestras en una disolucion de hipoclorito sdédico de 200 ppm resulté un
método relativamente eficaz para la desinfeccion de las mismas, teniendo su mayor
efecto en los primeros 10 minutos de tratamiento.

= La aplicacioén de ultrasonidos de potencia no resultd tan eficaz para la desinfeccion de
lechuga. Su principal contribucion a la desinfeccion podria ser mejorar el proceso de
lavado y no tanto la inactivacion microbiana.

= La aplicacion combinada de ultrasonidos de potencia con disolucion de hipoclorito
sodico a concentracion de 100 ppm consigui6 resultados similares a los obtenidos con
un tratamiento exclusivamente con hipoclorito sédico a una concentraciéon de 200 ppm.
Esto indicaria que la aplicaciéon de ultrasonidos permitiria reducir la cantidad de
hipoclorito s6dico empleado en la desinfeccion de productos de IV Gama.

= El modelo matematico de Peleg Tipo B fue el mas adecuado para describir el
comportamiento de los métodos de desinfeccion asistido por ultrasonidos o hipoclorito
sodico.

= La metodologia desarrollada deberia validarse en trabajos posteriores, realizandose un
mayor numero de repeticiones, ademds de pruebas a mayor temperatura para poder
conocer la influencia de esta variable sobre los tratamientos.
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