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ABSTRACT

Food is prone to be transformed either by biochemical reactions or by the action of
microorganisms that modify their original characteristics causing its spoilage. In this
regard, thermal treatments are used to extend the shelf life of food. However, these
methods, which use high temperatures, may alter the sensory and nutritional properties

of food.

Therefore, along with the demand of consumers of fresh and natural foods, there is
an increasing interest in non-thermal preservation techniques. The aim of these new
technologies is to ensure the preservation of food while maintaining its nutritional value
and organoleptic properties. An example of these methods is given by the use of
supercritical CO, (SC-CO,). Different authors have reported the inactivation of
enzymes and microorganisms as a result of SC-CO,. Moreover, this technique

minimally alters the sensory and nutritional properties of foods.

Microorganisms whose inactivation by SC-CO, has been studied include Gram-
negative bacteria such as Salmonella typhimurium, E. coli or Yersinia enterocolitica, to
gram-positive bacteria such as Listeria innocua, Listeria monocytogenes or yeasts and
fungi. In most studies, it has been observed that gram-positive cells are more resistant
than gram-negative bacteria; this difference is attributed to the greater cell wall
thickness of gram-positive bacteria compared to gram-negative ones. The yeast S.
cerevisiae has a cell wall similar to that observed in gram-positive bacteria which
explains its higher resistance against inactivation treatments analogous to that

observed on gram-positive bacteria.

Some authors have also studied the effect of SC-CO, in a continuous system,
observing larger reductions in these systems compared to discontinuous SC-CO,

systems.

On the other hand, the use of supercritical fluids assisted with high power ultrasound
(HPU) allows vigorous agitation and a rapid dissolution of CO, into the medium.
Consequently, the rate of the inactivation mechanisms associated with supercritical
CO, (quick fall of intracellular pH, the increase in mass transfer, and an improvement

on the extraction of vital intracellular components of cells) also increases.
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This technology has been mainly developed in a discontinuous system presenting
important reductions on the time of microbial inactivation compared to using only
supercritical fluids. However, the food industry requires continuous systems to process
large quantities of product. On the other hand, the effect of the combination of SC-CO,

and HPU on the quality of processed products has not been addressed in the literature.

In this context, the main purpose of the present Doctoral Thesis was to develop and
apply a continuous system for the inactivation of microorganisms using supercritical
fluids assisted with high power ultrasound (SC-CO,-HPU). Both, the microbial
inactivation capacity of the technique and the effect of treatments on food quality were

assessed.

The first stage of the project consisted on the retrofitting of a system for the
inactivation of microorganisms that combines the use of supercritical fluids (SC-CO,)
and ultrasound to convert its discontinuous (or batch) operation system into a
continuous system. The above mentioned equipment (HPU) was available in the ASPA
group (Grupo de Anadlisis y Procesos Agroalimentarios, Universitat Politécnica de
Valéncia). At this stage, the necessary equipment was designed having as a premise
the use of the largest possible amount of material available in the existing pilot plant as
well as the maintenance of the safety conditions associated with the installation of a
high pressure device. The design of the continuous SC-CO,-HPU device took into
account the need to extend the residence time of the supercritical CO,/product to be
treated. Thus, a holding section was introduced. The installation phase involved the
redistribution of all elements to adapt them to the new requirements of the equipment.
Subsequently, the equipment was set up until the developed device could pump

simultaneously, and under supercritical conditions, the CO, and a liquid.

The second stage of the project consisted on the analysis of the effect of the
pressure, temperature and residence time on the inactivation of S. cerevisiae
inoculated in commercial apple juice treated in the SC-CO,-HPU system developed as
described previously. The juice was inoculated with a concentration of 10’UFC/mL, and
then it was processed using the continuous SC-CO, equipment. Treatments were
carried out with and without HPU, to evaluate the effect of HPU treatment on the quality
parameters of the juice. The conditions used for the residence time, the temperature
and the pressure were 3.06-9.2 min, 31-41°C, and 100-300 bars, respectively. The
inactivation ratios were fitted to a hybrid model (Boolean-real) to study the effect of

process variables. The maximum inactivation achieved by the system was 7.8 log-
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cycles. The hybrid model demonstrated that the use of HPU has a significant effect on
the inactivation of S. cerevisiae especially for short residence times. A multiobjective
optimization with the hybrid model was also performed. Results showed that using
HPU, 6.8 log-cycles of inactivation could be achieved after a minimum residence time
(3.1 min) while, in the same conditions but without HPU, the inactivation achieved was
only 4.3 log-cycles. Therefore, the ultrasonic assisted continuous system proved to be
a technique with high potential for microbial inactivation while using SC-CO, under

moderate process conditions.

In the third stage of the project, the product chosen was orange juice which is one of
the processed juices most consumed worldwide. However, for its conservation, a heat
treatment is required which causes significant organoleptic and nutritional changes.
The orange juice was treated in the continuous SC-CO,-HPU equipment, to verify the
viability of its use as a method for its preservation and the possible reduction of the
disadvantages attributed to thermal pasteurization. The conditions used for the
residence time, the temperature and the pressure were 3.06 min, 31, 36 and 41 °C and
100 bar, respectively. The juice was also subjected to a conventional heat treatment
(pasteurization) to compare the effect of SC-CO,-HPU and pasteurization treatments.
Several parameters were measured after the treatments such as microbiota
(mesophilic viable bacteria (MVC), E. coli, and S. cerevisiae), pH, °Brix, titratable
acidity, phenolic compounds, antioxidant capacity, cloud, browning index, color and
vitamin C concentration. The experimental results showed that the treatment by SC-
CO.-HPU achieved the complete inactivation of the initial population of E.coli and total
MVC; however, S.cerevisiae cells were not totally inactivated, although reductions of
more than 99% were obtained. Also, changes below 1% on the pH and ° Brix and
below 5% on the titratable acidity of the treated juice were observed after the SC-CO,-
HPU treatment. On the other hand, the SC-CO,-HPU technology induced a higher
browning index (211%) and greater changes in juice color. It was possible to improve
the juice cloud by 173%, and the loss of phenolic compounds (6.5%) and ascorbic acid
(5.5%), compared to the thermally pasteurized juice. Likewise, an increase in the
antioxidant capacity (12%) compared to the natural juice was also observed. Therefore,
the proposed technology allows reducing some of the adverse effects on the quality
parameters of the commercial juice attributed to the conventional thermal technology.
These results suggest that its application at the industrial level can represent an

alternative to the conventional thermal technology.
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The fourth stage consisted on the evaluation of the effect of residence time (3.06-4.6
min) at 100 bars and 31°C on the quality and the microbiota of pineapple juice treated
in the continuous SC-CO,-HPU equipment. Also, the degradation of Vitamin C and the
evolution of the microbiota of fresh and processed pineapple juice during storage at
4 °C were analyzed. Results indicated that the inactivation of the microbiota was
complete and the differences in the quality attributes (2.2% for pH, 4.8% for ° Brix, 2%
for Vitamin C) were small. During the storage, the microorganisms were not able to
recover, and the decrease in vitamin C could be limited to 8.2% after four weeks. Thus,
the results demonstrated that the continuous SC-CO,-HPU technique could be an

excellent alternative for the cold pasteurization of pineapple juice.

Finally, it can be concluded that the technique developed in the present Thesis has
a great potential as a preservation method. Continuous SC-CO,-HPU treatment
involves mild processing conditions and reasonable processing times for the food
industry, which would result in a limited impact on the nutritional and organoleptic
properties of the treated products. Thus, the technique has proven to be effective in
different fruit juices with different characteristics (apple, orange, and pineapple). On the
other hand, further studies considering the effect of the developed technique on the
organoleptic properties of the juices, through the sensory analysis of the treated

samples, should be considered.
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RESUMEN

Los alimentos son susceptibles de ser transformados, ya sea por reacciones
bioquimicas o por la accién de microrganismos que modifican sus caracteristicas
originales, provocando su deterioro. Para prolongar la vida util de los alimentos se
utilizan diferentes técnicas de conservacion, siendo tradicionalmente los tratamientos
térmicos los mas empleados. Sin embargo, estas técnicas que emplean altas

temperaturas, alteran las propiedades sensoriales y nutricionales del alimento.

Por ello, y junto a la demanda de los consumidores de alimentos frescos y
naturales, existe un creciente interés por las técnicas de conservacion no térmicas. El
objetivo de estas nuevas tecnologias es asegurar la conservacion de alimentos,
manteniendo su valor nutricional y propiedades organolépticas. El uso de CO, en
estado supercritico (SC-CO,) es una de estas tecnologias. EI SC-CO, ha sido
resefado por diferentes autores en la inactivacién de enzimas y microorganismos,

alterando minimamente las propiedades sensoriales y nutricionales de los alimentos.

Los microorganismos cuya inactivacion mediante SC-CO, ha sido estudiada
comprenden desde bacterias gram-negativas como la Salmonella typhimurium, E. coli
o Yersinia enterocolitica, a bacterias gram-positivas como Listeria innocua, Listeria
monocytogenes o levaduras y hongos. En la mayoria de los estudios se ha observado
que las células gram-positivas son mas resistentes que las bacterias gram-negativas
por el mayor espesor de su pared celular. La levadura S. cerevisiae presenta una
pared similar a las bacterias gram-positivas, lo que hace que presente una resistencia

frente a tratamientos de inactivacion, similar a la de las bacterias gram-positivas.

Algunos autores han estudiado también el efecto del SC-CO, en un sistema en
continuo, observando mayores reducciones comparando con sistemas de SC-CO; en

discontinuo.

Por otra parte, el uso de fluidos supercriticos asistidos con ultrasonidos de potencia
(HPU) permite una vigorosa agitacién del medio, una rapida disolucion del CO, en el
medio y por tanto un aumento en la velocidad de los mecanismos de inactivacion
asociados al CO, supercritico (caida rapida del pH intracelular, incremento en la
transferencia de masa, mejora la extraccion de los componentes intracelulares vitales
para las células). Dicha tecnologia ha sido desarrollada en un sistema en discontinuo,

presentando importantes reducciones en el tiempo de inactivacion microbiana,

Vi
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comparado con el uso solo de fluidos supercriticos. Sin embargo, en la industria
alimentaria se precisa de sistemas en continuo que permitan procesar grandes
cantidades de producto. Por otra parte, no se ha reseiado en la literatura el efecto de

la combinacion de SC-CO, y HPU sobre la calidad de los productos procesados.

En este contexto, el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral fue desarrollar y
aplicar un sistema de inactivacion de microorganismos en continuo, empleando fluidos
supercriticos asistidos con ultrasonidos de potencia (SC-CO,-HPU). Se evaluara tanto
la capacidad de inactivacion microbiana de la técnica como el efecto de los

tratamientos sobre la calidad de los alimentos.

La primera etapa del proyecto consisti6 en la adaptacion del sistema de
inactivacién de microorganismos mediante fluidos supercriticos (SC-CO,) vy
ultrasonidos (HPU) disponible en el grupo ASPA (Grupo de Analisis y Procesos
Agroalimentarios, Universitat Politécnica de Valéncia) para convertir su funcionamiento
de discontinuo o lotes a continuo. En esta etapa se redisefid el equipamiento, teniendo
como premisas el aprovechamiento de la mayor cantidad posible de material
disponible en la planta existente y manteniendo las condiciones de seguridad, que una
instalacion a presidn de estas caracteristicas requiere. Para el disefio se tuvo en
cuenta la necesidad de prolongar el tiempo de residencia del conjunto CO,
supercritico/producto a tratar, al abordarse un proceso en continuo, para ello se
introdujo una zona de mantenimiento (holding). La fase de instalacién comprendio la
redistribucion de todos los elementos para adaptarlos a los nuevos requerimientos del
equipo. Posteriormente se puso a punto el equipo hasta lograr que el dispositivo
desarrollado bombeara simultdneamente y a condiciones supercriticas el CO, y un

liquido.

La segunda etapa consisti6 en analizar el efecto de la presion, temperatura y
tiempo de residencia sobre la inactivacién de S. cerevisiae inoculado en zumo de
manzana comercial, mediante el sistema desarrollado de SC-CO,-HPU en continuo .
Para ello el zumo fue inoculado con una concentracién de células de 10 UFC/mL vy
fue tratado en el equipo de SC-CO, en continuo, con y sin HPU, para evaluar el efecto
de los HPU. Las condiciones empleadas fueron: tiempos de residencia de zumo (3.06—
9.2 min), temperaturas (31-41°C) y presiones (100-300 bares). Las relaciones de
inactivacién se ajustaron a un modelo hibrido (booleano-real) para estudiar el efecto
de las variables del proceso. La maxima inactivacién lograda por el sistema fue de 7,8

ciclos-log. EI modelo hibrido demostré que el uso de ultrasonidos de potencia tiene un
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efecto significativo sobre la inactivacion, sobre todo para tiempos de residencia cortos.
Se realizé una optimizacion multiobjetivo con el modelo hibrido encontrandose que se
podian obtener 6.8 ciclos-log de inactivacién después de un tiempo de residencia
minimo pequefo (3.1 min) con aplicacion de HPU, mientras que en las mismas
condiciones pero sin HPU, la inactivacion seria de 4.3 ciclos logaritmicos. Por lo tanto,
el sistema continuo asistido por ultrasonidos demostré ser una técnica con un gran
potencial para la inactivacion microbiana usando SC-CO, en condiciones moderadas

de proceso.

En la tercera etapa se trabajé con zumo de naranja, el cual es uno de los zumos
procesados mas consumidos a nivel mundial. Sin embargo, para su conservacion se
requiere un tratamiento mediante calor, el cual provoca grandes cambios
organolépticos y nutricionales. En esta parte del trabajo se procesé zumo de naranja
en el equipo de SC-CO,-HPU en continuo, con el fin de comprobar la viabilidad de su
uso como meétodo de conservacion, evaluando la posible reduccion de los
inconvenientes atribuidos a la pasteurizacién térmica. Las condiciones de proceso
empleadas fueron: presion (100 bar), temperatura (31, 36 y 41 °C) y tiempo de
residencia (3.06 min). El zumo también fue sometido a un tratamiento térmico
convencional (pasteurizacion) a efectos de comparacion entre tratamientos. Los
analisis realizados a los zumos, después de los tratamientos fueron: microbiota
(aerobios mesodfilos totales, E. coli y S.cerevisiae), pH, °Brix, acidez titulable,
compuestos fendlicos, capacidad antioxidante, nube, indice de pardeamiento, color y
vitamina C. Los resultados experimentales mostraron que el tratamiento mediante SC-
CO2-HPU consiguio la completa inactivacion de la poblacién inicial de E.coli y aerobios
mesdfilos totales, sin embargo, la poblacién de S.cerevisiae no se inactivo totalmente,
aunque se alcanzaron reducciones de mas del 99%. Ademas, tras comparar la
tecnologia de SC-CO,-HPU con el tratamiento convencional de pasteurizacién se
observaron cambios inferiores al 1% en el pH y °Brix del zumo, asi como cambios
menores del 5% en la acidez. Por otra parte, con la tecnologia de SC-CO,-HPU se
obtuvo un mayor indice pardeamiento (211%) y mayores cambios en el color de zumo.
Sin embargo, se consiguié mejorar la nube del jugo en un 173%, asi como también se
obtuvo una menor reduccion de compuestos fendlicos (6.5%) y acido ascorbico
(5.5%), con respecto al zumo pasteurizado térmicamente. Asimismo, se obtuvo un
aumento de la capacidad antioxidante (12%) con respecto al zumo natural. Por tanto,
la tecnologia propuesta permite reducir algunos de los efectos negativos en los
parametros de calidad del zumo atribuidos a la tecnologia térmica convencional, por lo

que su aplicacién a nivel industrial puede representar una alternativa a la misma.
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La cuarta etapa consistié en evaluar el efecto del tiempo de residencia (3.06-4.6
min) a 100 bares y 31°C sobre las variables de calidad y microbiota de zumo de pifa
tratado en el equipo de SC-CO,-HPU en continuo, ademas de analizar la degradacion
de Vitamina C y la evolucion de la microbiota de zumo de pifia fresco y tratado durante
el almacenamiento a 4 °C. Los resultados indicaron que la inactivacion de la
microbiota fue completa y las diferencias obtenidas en los atributos de calidad (2,2%
para pH, 4,8% para °Brix, 2% para Vitamina C) fueron muy pequefias. Durante el
almacenamiento, los microorganismos no fueron capaces de recuperarse y la
disminucion de la vitamina C podria limitarse al 8.2% después de 4 semanas. Asi
pues, los resultados demostraron que la técnica SC-CO,-HPU en continuo podria ser

una excelente alternativa para la pasteurizacion en frio de zumo de pifia.

Finalmente, se puede concluir que la técnica desarrollada presenta un gran
potencial como método de conservacion, ya que emplea condiciones de tratamiento
moderadas y tiempos de proceso razonables para la industria alimentaria, lo que
resultaria en un impacto muy pequefno sobre las propiedades nutricionales vy
organolépticas de los productos tratados. Asi pues, la técnica ha resultado efectiva en
diferentes zumos de frutas con diferentes caracteristicas (manzana, naranja y pifia).
Por otra parte, seria conveniente profundizar en el estudio del efecto de la técnica
desarrollada sobre las propiedades organolépticas de los zumos, mediante el analisis

sensorial de las muestras tratadas.
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RESUM

Els aliments sbén susceptibles de ser transformats, ja siga per reaccions
bioquimiques o per l'acci6 de microorganismes que modifiquen les seues
caracteristiques originals, provocant la seua deterioracié. Per a perllongar la vida util
dels aliments s'utilitzen diferents técniques de conservacio, sent tradicionalment els
tractaments térmics els més emprats. No obstant acd, aquestes técniques que empren

altes temperatures, alteren les propietats sensorials i nutricionals de I'aliment.

Per aco, i al costat de la demanda dels consumidors d'aliments frescos i naturals,
existeix un creixent intereés per les técniques de conservacié no térmiques. L'objectiu
d'aquestes noves tecnologies és assegurar la conservacié d'aliments, mantenint el seu
valor nutricional i propietats organoléptiques. L'us de CO, en estat supercritic (SC-
CO,) és una d'aquestes tecnologies. EI SC-CO,; ha sigut ressenyat per diferents autors
en la inactivacid d'enzims i microorganismes, alterant minimament les propietats

sensorials i nutricionals dels aliments.

Els microorganismes que la seua inactivacié mitjangant SC-CO, ha sigut estudiada
comprenen des de bacteris gram-negatives com la Salmonella typhimurium, E. coli o
Yersinia enterocolitica, a bacteris gram-positives com Listeria innocua, Listeria
monocytogenes o llevats i fongs. En la majoria dels estudis s'ha observat que les
cél-lules gram-positives sén més resistents que els bacteris gram-negatius pel major
espessor de la seua paret cel-lular. El llevat S. cerevisiae presenta una paret similar
als bacteris gram-positiuss, la qual cosa fa que presente una resisténcia enfront de

tractaments de inactivacio similar a la dels bacteris gram-positives.

Alguns autors han estudiat també I'efecte del SC-CO, en un sistema en continu,

observant majors reduccions comparant amb sistemes de SC-CO, en discontinu.

D'altra banda, I'is de fluids supercritics assistits amb ultrasons de poténcia (HPU)
permet una vigorosa agitacié del medi, una rapida dissolucié del CO, en el medi i per
tant un augment en la velocitat dels mecanismes de inactivacié associats al CO,
supercritic (caiguda rapida del pH intracel-lular, increment en la transferéncia de
massa, millora l'extraccié dels components intracel-lulars vitals per a les cél-lules).
Aquesta tecnologia ha sigut desenvolupada en un sistema en discontinu, presentant
importants reduccions en el temps de inactivacié microbiana, comparat amb I'Us sol de
fluids supercritics. No obstant agd, en la industria alimentaria es precisa de sistemes

en continu que permeten processar grans quantitats de producte. D'altra banda, no es
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coneix a partir de la literatura l'efecte de la combinaciéo de SC-CO, i HPU sobre la

qualitat dels productes processats.

En aquest context, l'objectiu principal de la present Tesi Doctoral va ser
desenvolupar i aplicar un sistema d’inactivaci6 de microorganismes en continu,
emprant fluids supercritics assistits amb ultrasons de poténcia (SC-COx-HPU).
S'avaluara tant la capacitat d’inactivacié microbiana de la técnica com l'efecte dels

tractaments sobre la qualitat dels aliments.

La primera etapa del projecte va consistir en I'adaptacioé del sistema de inactivacié
de microorganismes mitjangant fluids supercritics (SC-CO;) i ultrasons (HPU)
disponible en el grup ASPA (Grup d'Analisi i Processos Agroalimentaris, Universitat
Politécnica de Valéncia) per a convertir el seu funcionament de discontinu o lots a
continu. En aquesta etapa es va redissenyar I'equipament, tenint com a premisses
I'aprofitament de la major quantitat possible de material disponible en la planta existent
i mantenint les condicions de seguretat, que una instal-lacié a pressié d'aquestes
caracteristiques requereix. Per al disseny es va tenir en compte la necessitat de
perllongar el temps de residéncia del conjunt CO, supercritic/producte a tractar, en
abordar-se un procés en continu, per a acod es va introduir una zona de manteniment
(holding). La fase d'instal-lacié va comprendre la redistribucié de tots els elements per
a adaptar-los als nous requeriments de l'equip. Posteriorment es va posar a punt
I'equip fins a aconseguir que el dispositiu desenvolupat bombejara simultaniament i a

condicions supercritiques el CO i un liquid.

La segona etapa va consistir a analitzar I'efecte de la pressio, temperatura i temps
de residéncia sobre la inactivacio de S. cerevisiae inoculat en suc de poma comercial,
mitjangant el sistema de SC-CO,-HPU en continu desenvolupat. Per a ago el suc va
ser inoculat amb una concentracié de cél-lules de 10’ UFC/mL i va ser tractat en
I'equip de SC-CO, en continu, amb i sense HPU, per a avaluar I'efecte dels HPU. Les
condicions emprades van ser: temps de residéncia de suc (3.06-9.2 min),
temperatures (31-41°C) i pressions (100-300 bars). Les relacions d’inactivacié es van
ajustar a un model hibrid (boolea-real) per a estudiar I'efecte de les variables del
procés. La maxima inactivacio assolida pel sistema va ser de 7,8 cicles-log. El model
hibrid va demostrar que I'is d'ultrasons de poténcia té un efecte significatiu sobre la
inactivacio, sobretot per a temps de residéncia curts. Es va realitzar una optimitzacié
multiobjectiu amb el model hibrid, trobant-se que es podien obtenir 6.8 cicles-log
d’inactivacio després d'un temps de residéncia minim (3.1 min) amb aplicacié de HPU,

mentre que en les mateixes condicions perd sense HPU, la inactivacio seria de 4.3
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cicles logaritmics. Per tant, el sistema continu assistit per ultrasons va demostrar ser
una técnica amb un gran potencial per a la inactivacié microbiana usant SC-CO, en

condicions moderades de procés.

En la tercera etapa es va treballar amb suc de taronja, el qual és un dels sucs
processats més consumits a nivell mundial. No obstant aco, per a la seua conservacio
es requereix d'un tractament mitjangcant calor, el qual provoca grans canvis
organoléptics i nutricionals. En aquesta part del treball es va processar suc de taronja
en l'equip de SC-CO,-HPU en continu, amb la finalitat de comprovar la viabilitat del
seu Us com a metode de conservacio, avaluant la possible reduccio dels inconvenients
atribuits a la pasteuritzacié térmica. Les condicions de procés emprades van ser:
pressio (100 bar), temperatura (31, 36 i 41 °C) i temps de residéncia (3.06 min). El suc
també va ser sotmés a un tractament térmic convencional (pasteuritzacio) a efectes de
comparacié entre tractaments. Les analisis realitzades als sucs, després dels
tractaments van ser: microbiota (aerobis mesofils totals, E. coli i S.cerevisiae), pH,
°Brix, acidesa titulable, compostos fenodlics, capacitat antioxidant, ndvol, index
browning, color i vitamina C. Els resultats experimentals van mostrar que el tractament
mitjangant SC-CO,-HPU va aconseguir la completa inactivacié de la poblacio inicial
d'E.coli i aerobis mesofils totals, no obstant ago, la poblacié de S.cerevisiae no es va
inactivar totalment, encara que es van aconseguir reduccions de més del 99%. A més,
després de comparar la tecnologia de SC-CO,-HPU amb el tractament convencional
de pasteuritzacié es van observar canvis inferiors al 1% en el pH i °Brix del suc, aixi
com canvis menors del 5% en l'acidesa. D'altra banda, amb la tecnologia de SC-CO,-
HPU es va obtenir un major index pardejament (211%) i majors canvis en el color de
suc. No obstant a¢o, es va aconseguir millorar el navol del suc en un 173%, aixi com
també es va obtenir una menor reduccié de compostos fendlics (6.5%) i acid ascorbic
(5.5%) comparat amb el suc pasteuritzat térmicament. Aixi mateix, es va obtenir un
augment de la capacitat antioxidant (12%) comparat amb el suc natural. Per tant, la
tecnologia proposada permet reduir alguns dels efectes negatius en els parametres de
qualitat del suc atribuits a la tecnologia térmica convencional, per la qual cosa la seua

aplicacio a nivell industrial pot representar una alternativa a la mateixa.

La quarta etapa va consistir a avaluar I'efecte del temps de residéncia (3.06-4.6
min) a 100 bars i 31°C sobre les variables de qualitat i microbiota de suc de pinya
tractat en l'equip de SC-CO,-HPU en continu, a més d'analitzar la degradacié de
Vitamina C i Il'evolucié de la microbiota de suc de pinya fresc i tractat durant

'emmagatzematge a 4 °C. Els resultats van indicar que la inactivacié de la microbiota
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va ser completa i les diferéncies obtingudes en els atributs de qualitat (2,2% per a pH,
4,8% per a °Brix, 2% per a Vitamina C) van ser molt xicotetes. Durant
I'emmagatzematge, els microorganismes no van ser capagos de recuperar-se i la
disminucié de la vitamina C podria limitar-se al 8.2% després de 4 setmanes. Aixi
doncs, els resultats van demostrar que la técnica SC-CO,-HPU en continu podria ser

una excel-lent alternativa per a la pasteuritzacié en fred de suc de pinya.

Finalment, es pot concloure que la tecnica desenvolupada presenta un gran
potencial com a métode de conservacio, ja que empra condicions de tractament suaus
i temps de procés raonables per a la industria alimentaria, la qual cosa resultaria en un
impacte molt xicotet sobre les propietats nutricionals i organoléptiques dels productes
tractats. Aixi doncs, la técnica ha resultat efectiva en diferents sucs de fruites amb
diferents caracteristiques (poma, taronja i pinya). D'altra banda, seria convenient
aprofundir en l'estudi de I'efecte de la técnica desenvolupada sobre les propietats

organoléptiques dels sucs, mitjangcant I'analisi sensorial de les mostres tractades.
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1. Introduccion

Todos nuestros alimentos provienen de organismos de naturaleza bioldgica (plantas
0 animales), los cuales sufren transformaciones, ya sea por reacciones bioquimicas o
por la accion de microrganismos que modifican sus caracteristicas originales
provocando su deterioro. Para prolongar la vida util de los alimentos se utilizan

diferentes técnicas de conservacion.

El tratamiento térmico es un método eficaz de inactivacion de microorganismos,
gram positivos, gram negativos y ciertas esporas. Sin embargo, las temperaturas
elevadas y los largos tiempos de tratamiento pueden tener efectos perjudiciales sobre
la calidad del producto tratado, incluyendo la pérdida de nutrientes, los aromas de
descomposicién y el deterioro de los compuestos bioactivos presentes (Piyasena et
al., 2003). Por otro lado, los conservantes quimicos (es decir, sales y acidos
organicos) pueden conducir a una baja aceptacion por parte del consumidor, ya que
pueden alterar las propiedades organolépticas de los alimentos y su ingestion se ha

relacionado con efectos adversos a largo plazo para la salud (Rupasinghe & Yu, 2012)

En consecuencia, la industria de alimentos se encuentra en constante evolucion en
respuesta a un mercado que demanda cada dia productos mas seguros, de elevada
calidad y econémicamente accesibles (Cardello et al., 2007; Ozuna, 2014). Por tal
motivo, en los ultimos afios, este sector ha mostrado un interés creciente en la
aplicacion de “nuevas tecnologias” o “tecnologias emergentes” que sustituyan o
complementen a los procesos convencionales de elaboracion, transformacion y

conservacion de alimentos (Knorr et al., 2011).

La definicion de "nuevas tecnologias" o "tecnologias emergentes" ha evolucionado
en los ultimos afos. En un principio, estas tecnologias fueron definidas como procesos
no térmicos, disefiados para desarrollar alimentos nutritivos, seguros y de elevada
calidad. Actualmente, esta definicion considera también la capacidad de estas
tecnologias para modificar las propiedades funcionales del alimento y ademas
contribuir a intensificar los procesos ya existentes (Roupas, 2008). En consecuencia,
han surgido métodos alternativos de conservacion de alimentos cuyas principales
ventajas son la reduccién del consumo de energia, la mejora de la seguridad del
proceso, la conservacion de las propiedades nutricionales y el aumento de la calidad

global de los productos alimenticios (Ozuna, 2014). En la ultima década, un gran
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numero de investigaciones se han centrado en las tecnologias no térmicas en los
procesos alimentarios, como una forma de contribuir a la reduccién de
microorganismos. Estas abarcan desde tecnologias ampliamente comercializadas e
industrializadas, como el procesamiento a alta presién (Campos & Cristianini, 2007,
Patrignani et al., 2009), a tecnologias que todavia se estan probando a escala de
laboratorio, como el uso de ultrasonidos de potencia (Bermudez & Barbosa, 2012),
campos eléctricos pulsados (Aronsson et al., 2001, Aronsson et al., 2005), didxido de
carbono supercritico (Ortufio et al.,, 2013; Paniagua-Martinez et al., 2016), luz
ultravioleta (Guerrero-Beltran et al., 2009; Kaya & Unluturk, 2016) o luz pulsada
(Ferrario et al., 2013, 2015), entre otras.

Por otro lado, las tecnologias de barrera tienen como objetivo desarrollar procesos
suaves basados en interacciones sinérgicas entre diferentes tratamientos de
conservacion (Leistner, 1992; Ross et al., 2003). En este sentido, la combinacién de
tecnologias no térmicas con técnicas fisicas y quimicas tradicionales puede producir
efectos antimicrobianos sinérgicos en los sistemas alimentarios (Gomez et al., 2011).
Segun Ferrario et al. (2015), la seleccion de las barreras no térmicas viene
determinada por las caracteristicas de las células microbianas y los medios en los que

se encuentran éstas (actividad del agua, temperatura, pH y composicion quimica).

Dado que los fluidos supercriticos pueden resultar de interés para el desarrollo de
nuevas tecnologias de conservacion y son la técnica empleada en la presente Tesis
Doctoral, es necesario, para una mejor comprension de los fendmenos que ocurren, la

descripcion de sus caracteristicas principales.

1.1 Generalidades de los fluidos supercriticos

Un fluido supercritico (SC) es un fluido en condiciones termodinamicas de presion y
temperatura por encima del punto critico (McHugh et al., 1994), siendo éste el punto
establecido por una temperatura critica (Tc) y una presion critica (Pc). En este estado

la fase liquida y gaseosa son indistinguibles.
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Si se observa el diagrama de fases de un compuesto puro (Fig. 1.1.) en él aparecen
tres regiones diferenciadas que corresponden a tres de los estados de agregacion:
solido,

liquido y gaseoso. Estas tres

regiones estan separadas por lineas
representativas de los equilibrios entre las fases. El cambio entre las fases se

consigue variando la presion y/o la temperatura con adicion o extraccion de energia.

En el diagrama de fases aparecen también dos puntos singulares: uno, situado
donde convergen las tres curvas, es el punto triple y representa el estado de equilibrio
en el que coexisten las fases sdlida, liquida y gaseosa y el otro, ubicado al final de la
curva de vaporizacion que representa las condiciones de presion y temperatura en las
que dejan de existir como tales las fases liquida y gaseosa, para dar lugar a otra
nueva regidn. Este punto se denomina punto critico y la regién que aparece encima se

conoce con el nombre de region supercritica.

1 Regidn de fluido

Presién

Region de
solido Region de
liquide

Curva de
fusion

| Presion
critica Punto critico

nEacien Region de gas

Curva de
sublimagi

triple

Temperatura
critica

-

Temperatura

Fig. 1.1. Diagrama de fases de un compuesto puro.

Tanto el punto triple como el punto critico son caracteristicos de cada sustancia.

El punto critico posee diversas propiedades muy caracteristicas:

> No existe interfase gas-liquido..

» La entalpia de vaporizacién es cero.

Puesto que los efectos dependen de las caracteristicas fisicas del fluido resulta de
interés examinar las mismas en vistas a su posible aplicacidn en procesos

alimentarios.
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1.2 Propiedades de los fluidos supercriticos

En la Tabla 1.1. se resumen las propiedades basicas y de mayor utilidad de los
fluidos supercriticos. Un fluido supercritico posee propiedades fisicoquimicas
intermedias entre los liquidos y gases, lo que mejora sus propiedades, como solvente
tiene la propiedad de difundirse a través de los solidos como un gas, y de disolver los

materiales como un liquido (Velasco, 2007).

Su densidad similar a la de los liquidos le confiere caracteristicas de solvente; la
difusividad y viscosidad son similares a los valores de los gases, lo que le provee un
gran poder de penetracién dentro de una matriz sélida porosa. Estas propiedades
(densidad, difusividad y viscosidad) originan un incremento en la velocidad de

transferencia de masa del soluto, dentro de los fluidos supercriticos (Brunner, 2005).

La mayoria de los fluidos supercriticos empleados son gases en condiciones
ambientales, su eliminacion después de la extraccion se realiza simplemente
reduciendo la presion y/o disminuyendo la temperatura. De esta manera, no se
producen perdidas de solutos y no se contamina la muestra por el uso de solventes
organicos. Como el poder disolvente es directamente proporcional a la densidad y los
fluidos supercriticos son compresibles, especialmente cerca del punto critico, los
solutos  exhiben variaciones muy pronunciadas en su solubilidad segun las
condiciones de extraccion (Del Valle y Aguilera, 1999). Este tipo de fluidos presentan
una gran capacidad de extraccion, debido a que la acumulacion de moléculas
alrededor del soluto es importante cuando las densidades son lo suficientemente bajas
como para que predominen los efectos de atraccion molecular, ya que las moléculas
no sufren exclusion debido a la existencia de mucho espacio libre entre ellas

(Fernandez y Fernandez, 1997).
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Tabla 1.1. Comparacion de propiedades de gases, liquidos y fluidos supercriticos.

Densidad Difusividad Viscosidad
(kg-m~3) (m?-s™1) (Pa-s)

Gases 0.6-1 1x10°° 1x10*

Fluidos

e 1x10%-1x10° 1x10”7 5x10*-1x1073
Supercriticos

Liquidos 1x10° 1x10°* 1x10°-1x10

(Fernandez y Fernandez, 1997).

La densidad del fluido supercritico es de 100 a 1000 veces mayor que la de un gas,
y comparable a la de un liquido. En consecuencia, las interacciones moleculares
pueden ser fuertes, permitiendo acortar las distancias intermoleculares (Knowles et al.,
1988). Como resultado, las propiedades de solvatacion son similares a las de los
liquidos, pero con viscosidades significativamente mas bajas y coeficientes de difusion
mas altos. La densidad cambia al realizar pequefas variaciones en la presion y
temperatura (Raventés et al., 2002). Estas propiedades pueden ser explotadas para
una gran variedad de propésitos, incluyendo la produccion de nuevos materiales, la
destruccion de residuos peligrosos y el reemplazo de solventes toxicos para los

procesos de limpieza industrial (Fernandez y Fernandez, 1997).

Al ser de 10 a 100 veces mas bajos los valores de viscosidad y de 10 a 100 veces
mas altos los coeficientes de difusion respecto a los de los liquidos existe una mayor
velocidad de transferencia de masa de los solutos de la matriz al seno del fluido
(Schneider, 1978). Asi, los fluidos supercriticos son unicos ya que tienen el poder de
solvatacion de los liquidos y las caracteristicas de transporte de los gases. (Abaroudi,
2001).
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1.2.1 Densidad de los fluidos supercriticos

La densidad de los fluidos supercriticos depende de la presion y de la
temperatura. La variacion de la densidad con la presion a temperatura constante es
tipicamente no lineal. Este fendmeno se ilustra en la Fig 1.3. donde se muestra un
diagrama defases presion-densidad en escalas reducidas. A temperaturas inferiores al

valor critico existen dos fases.

Las lineas continuas representan las isotermas; las intersecciones con la curva
principal indican la densidad del gas y del liquido en equilibrio. A una temperatura
reducida igual o mayor a la unidad se observan dos rasgos importantes. Primero, la
densidad reducida (pr) se incrementa continuamente cuando se incrementa la
presion. Segundo, cerca de la temperatura critica, la densidad del fluido supercritico

puede cambiar dramaticamente con pequefios cambios en la presion (Taylor, 1996).

La densidad en la region supercritica se incrementa cuando se incrementa la
presion a temperatura constante y decrece cuando se incrementa la temperatura a

presion constante (Mukhopadyay, 2000).

(=

plt

=}

Fig. 1.2. Variacion de la densidad reducida del CO, con la

presion reducida en los alrededores del punto critico. (Palencia, 2007).
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1.2.2 Viscosidad de los fluidos supercriticos

La viscosidad de los fluidos (gas, liquido o fluido supercritico) depende de la
temperatura. La presién tiene un pequero efecto sobre la viscosidad de los liquidos,
pero presenta un gran efecto en los fluidos supercriticos, donde la viscosidad es de
hasta dos érdenes de magnitud menor que la de los solventes liquidos. La Fig. 1.4.
muestra la variacién de la viscosidad del CO, en funcion de la presion a diferentes
temperaturas. A presiones mayores que la presion critica, la viscosidad es fuertemente
dependiente de la temperatura y la presién. Lo que muestra que es posible obtener
cambios considerables en la viscosidad de los fluidos supercriticos mediante
pequenas variaciones en las condiciones de operacion del sistema (McHugh et al.,
1994).

Viscosidad (cps)

0 01 | 55 = ] I 1 1 1 R e O .
40 100 1000
Presidon (bar)

Fig 1.3. Comportamiento de la viscosidad del CO, a diferentes temperaturas, en

funcion de la presion. (Palencia, 2007).

1.2.3 Difusividad de los fluidos supercriticos

Las difusividades de los fluidos supercriticos se encuentran entre los valores de
difusividad de los liquidos y los gases. Consecuentemente, al utilizar un fluido
supercritico se pueden realizar extracciones mas eficientes, sobre todo en lechos fijos,
que empleando solventes liquidos convencionales, al ser menores tanto la caida de la

presion como la resistencia a la transferencia de materia (Del Valle & Aguilera, 1999).
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Las difusividades de los fluidos supercriticos, por encima del punto critico, son
dependientes de la temperatura y la presion; aumentando la difusividad al disminuir la

presion y al aumentar la temperatura (Palencia, 2007).

1.2.4 Solubilidad de los fluidos supercriticos

En condiciones ambientales (298.15 K y 1.01325 bar) la solubilidad de un soluto,
liquido o solido, en un gas, esta relacionada directamente con la presion del vapor del
soluto y es generalmente despreciable. En un fluido supercritico, las solubilidades del
soluto se encuentran por encima de diez érdenes de magnitud de los predichos por la
ley de los gases ideales (Tomasko et al., 1993). Las diferencias de solubilidad de los
distintos compuestos en los fluidos supercriticos se deben a las caracteristicas de los
solutos, tal como su presidon de vapor e interacciones particulares que ocurren entre el
soluto y el solvente. Como resultado de esto, moléculas muy parecidas tienen
solubilidades diferentes. A cualquier temperatura y presion se puede separar un
compuesto de otro, o de otros, aprovechando sus diferentes solubilidades (Espinosa,
2001).

1.3 Empleo del CO; supercritico como técnica no térmica de inactivacion microbiana

El procesamiento con dioxido de carbono supercritico (SC-CO,) es un proceso no
térmico capaz de inactivar microorganismos. En el estado supercritico las propiedades
fisicas del CO, son muy diferentes a las de otros estados: aumenta su densidad,
disminuye su viscosidad y aumenta su difusividad. Estas caracteristicas le dan
excelente poder de disolucion y penetracion, mejorando la entrada a través de las
paredes celulares y membranas. Para el uso como esterilizante, el CO, sigue siendo el
gas preferido debido a que no es tdxico, no tiene requerimientos especiales de manejo
y ventilacién, es quimicamente inerte (no reacciona con los polimeros), tiene una
tension superficial extremadamente baja o nula (penetra rapidamente a través de
estructuras complejas y materiales porosos), es no inflamable, es fisiologicamente
seguro, esta facilmente disponible, puede ser faciimente eliminado por simple
despresurizacion y expulsion de gases, es facilmente controlable, es un ingrediente de
alimentos y bebidas (productos carbonatados), no deja residuos en el producto
tratado, es accesible y es barato. EI SC-CO, es "generalmente considerado como
seguro" (GRAS), lo que significa que puede ser utilizado en productos alimenticios. Su
punto critico (7,38 MPa y 31,1 °C) es moderadamente bajo, por lo que los productos

termolabiles organicos pueden procesarse sin riesgo de desnaturalizacion o
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descomposicion térmica. El numero de aplicaciones de CO, supercritico para inactivar
microorganismos ha aumentado significativamente durante los ultimos afios debido
principalmente a su eficacia en el tratamiento de los diferentes microorganismos
(bacterias, hongos, virus). EI SC-CO, permite reducir significativamente el numero de
células vegetativas en alimentos liquidos, en el rango de 2-8 ciclos log/mL de alimento
liquido (Erkmen, 2002).

1.3.1 Efecto del CO, supercritico sobre la inactivaciéon de células bacterianas,
formas vegetativas de hongos y levaduras

Las bacterias generalmente se clasifican como Gram-positivas y Gram-negativas,
de acuerdo con sus respuestas a la reaccion de tincién de Gram. Las diferencias en la
respuesta provienen del contenido diferente de peptidoglicano de las paredes
celulares. Las paredes de las células gram-positivas tienen capas de peptidoglicano
muy gruesas (90% de la pared celular), que hacen que las paredes celulares sean
fuertes y resistentes. Las gram negativas tienen células complejas con estructura de
pared celular y peptidoglicano mucho mas delgado (10% de la pared celular). Por lo
tanto, las células gram-positivas son generalmente mas resistentes a tratamientos de

inactivacion.

Kamihira et al. (1987) describieron una reduccion de 4-6 log en el numero de E. coli
y Staphylococcus aureus en un proceso de inactivacion mediante SC-CO, en sistema
discontinuo durante 2 h a 20 MPa y 35 °C en una suspension al 0.85% de NaCl. En un
sistema semicontinuo, las células gram-positivas de Bacillus subtilis PBS fueron
completamente inactivadas (7 ciclos-log) después de 2,5 minutos de exposicion a CO,
supercritico (7,4 MPa y 38° C) (Spilimbergo et al., 2002), mientras que para inactivar el
mismo numero de Gram-negativas Serratia marcescens fueron necesarios 30 min
(Garcia-Gonzalez et al. 2007). Erkmen (1997, 2000, 2000a), reportdé una serie de
estudios sobre el efecto del CO, supercritico en la inactivacion de microorganismos en
un sistema discontinuo, empleando diferentes materiales como medio de suspension,
algunos fueron microorganismos patdégenos y psicrofilos, bien conocidos por su
capacidad de crecer en los alimentos y causar deterioro y enfermedades transmitidas
por los alimentos. En estos estudios, se observaron dos etapas en las curvas de
supervivencia. La etapa temprana se caracterizé por una lenta tasa de reduccion en el

numero de microorganismos, que luego se redujo rapidamente en una etapa posterior.
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La tasa de inactivacion, se ve aumentada con la temperatura, la presion y el tiempo
de exposicion, donde la temperatura y la presion tienden a actuar sinérgicamente
(Erkmen, 2002; Lin et al., 1992). La tasa de inactivacién también depende del niumero
inicial de células, el tipo de especies bacterianas y el tipo de medio donde estan
suspendidos. Por otra parte, los compuestos organicos (como los carbohidratos y las
grasas entre otros) presentes en los medios pueden aumentar la resistencia de las
bacterias al tratamiento mediante SC-CO, (Balaban & Duong, 2014; Benedito et al.,
2015). El pH inicial del medio de tratamiento también puede afectar a la tasa de
inactivacion microbiana. Un pH bajo facilita la penetracion del acido carbdnico y otros
acidos carboxilicos (Lidsay, 1976) a través de la membrana celular y, por lo tanto, se

consigue una mayor inactivacion.

En este sentido, los efectos inactivantes del CO, en estado supercritico sobre S.
cerevisiae se incrementaron drasticamente con el aumento de la presion, la
temperatura y la duracion del tratamiento (Erkmen 2002). La viabilidad de
Kluyveromyces fragilis, S. cerevisiae y Candida utilis bajo tratamiento con SC-CO,
dependié de la temperatura y presién del CO,. Por otro lado, la inactivacion de las
células de levadura se debio6 a la eliminacion de componentes vitales de la membrana
celular, no observandose ruptura de la pared celular (Isenschmid et al., 1995). Parton
et al. (2003) observaron una reduccion de 4 ciclos logaritmicos de S. cerevisiae
después de 40 minutos de proceso mediante SC-CO, en un sistema discontinuo (a 9
MPa y 38 °C), mientras que fueron necesarios mas de 60 min para lograr la
inactivacién de 7 ciclos logaritmicos de células de S. cerevisiae en las mismas

condiciones.

El efecto del numero inicial de células microbianas sobre su inactivacion mediante
SC-CO, puede ser causado por los componentes celulares (proteinas, lipidos,
carbohidratos, etc.) que son liberados de células lisadas que pueden a su vez,
proteger a otras células microbianas de los efectos de SC-CO,. Por lo tanto, las
células microbianas estan mas expuestas al CO, presurizado cuando hay un nimero

microbiano inicial bajo y por lo tanto son mas sensibles a la inactivacion.

La inactivacion microbiana puede depender del tipo de sistema, lo que determina la
concentracién de CO, introducido en la fase acuosa de la suspension. En este sentido,
los sistemas (semi)-continuos requieren tiempos de inactivacion mucho mas cortos
comparados con los discontinuos (lotes), debido a la mejora en la transferencia de

materia del CO, producida por la agitacion relacionada con el flujo de CO,. Esto
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permite tanto una rapida saturacién del medio por CO, como la aceleracion de los

mecanismos de inactivacion (Damar & Balaban, 2006).

Ishikawa et al. (1995) obtuvieron una reduccién logaritmica cuatro veces mayor de
S. cerevisiae utilizando un sistema de filtro de microburbujas para el proceso de SC-
CO, en comparacién con un sistema discontinuo. La mayor eficiencia en la
inactivacion de los microorganismos en este sistema semicontinuo se debi6 al
aumento de la concentracion de CO, en el reactor de microburbujas. Del mismo modo,
Spilimbergo & Bertucco (2003) demostraron que un sistema semicontinuo es mas
eficiente que un sistema discontinuo. A 8,0 MPa y temperaturas de 38-40 °C, fue
necesario un tiempo de tratamiento de 40-60 min para una inactivacion completa de
S. cerevisiae en un sistema discontinuo, mientras que 7.5 min fueron suficientes para
inactivar completamente la levadura, usando un sistema semi-continuo. Shimoda et al.
(1998) compararon un sistema continuo y un sistema discontinuo para aplicar CO,
presurizado sobre S. cerevisiae. El sistema continuo inactivdo eficazmente el
microorganismo en menos tiempo (15 min) en comparacién con el sistema en

discontinuo que requirio de 30 min.

1.4 Mecanismos de inactivacion microbiana mediante el empleo de CO, supercritico

Los mecanismos de inactivacion asociados al proceso de inactivacion con CO; en
estado supercritico estan basados en teorias detalladas por Daniels et al. (1985) y han
sido aceptadas por autores que han centrado sus investigaciones en este campo de
estudio (Damar & Balaban, 2006; Garcia-Gonzalez, 2010). Actualmente, estos
mecanismos de inactivacion han sido reforzados y descritos con mayor claridad
gracias a estudios llevados a cabo empleando técnicas mas avanzadas como la
microscopia electronica de barrido (SEM; Dillow et al., 1999; Spilimbergo et al., 2003a)
y microscopia eléctronica de transmision (TEM; Oulé et al., 2006; Garcia-Gonzalez et
al., 2010; Ortufio et al., 2014), en los cuales se ha evaluado el estado de las células

antes y después del tratamiento.

Segun la literatura, existen siete etapas principales que fundamentan los
mecanismos de inactivacion de microorganismos mediante el empleo de CO, en
estado supercritico:(1) la disolucion del CO, presurizado en la fase liquida donde se
encuentran las células suspendidas; (2) difusion del CO, y modificacién de la
membrana celular; (3) penetracion del CO; en el interior de la célula y disminucién del

pH intracelular; (4) inhibicion del metabolismo celular debido a la inactivacién de
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enzimas claves; (5) inhibicién directa del metabolismo celular en respuesta a la
presencia del CO, y formacién de HCO®; (6) desequilibrio de los electrolitos
intracelulares y (7) extraccion de los componentes intracelulares y ruptura celular
(Damar & Balaban, 2006; Garcia-Gonzalez et al., 2007; 2010).

1.4.1 Disolucion del CO, presurizado en la fase liquida

En esta etapa el acido carbénico H,CO; se forma debido a la disociacion del CO; en
la fase liquida de los alimentos. En el equilibrio el H,CO3 se disocia en una segunda
reaccion reversible liberando los iones H* y HCO?® provocando acidificacion del medio
(pH extracelular) (Erkmen, 2012). La acidificacion del medio extracelular puede
favorecer al efecto antimicrobiano del CO, presurizado ya que la célula pretende
encontrar el equilibrio quimiostatico y para ello sintetiza componentes basicos que
transporta al exterior. Sin embargo, la reduccion del pH externo no es el efecto letal
del SC-CO,, ya que no se ha obtenido un efecto similar en medios acidificados (Kincal
et al., 2005). Se ha sugerido por tanto que la reduccion de pH contribuye a una
modificacion de la capa fosfolipidica de la membrana celular, incrementandose la

permeabilidad al CO, y facilitando la penetracién del CO, en el interior celular.

1.4.2 Difusion del CO, y modificacion de la membrana celular

En esta etapa, el CO, se difunde al interior de la membrana celular, acumulandose
en la fase lipidica de la membrana, lo que podria modificar estructural vy
funcionalmente la membrana debido, principalmente, a un desorden de la cadena
hidrocarbonada del lipido y la ruptura de las interacciones lipido-proteicas que
provocan un aumento de la fluidez y permeabilizacion de la membrana celular (Damar
& Balaban, 2006; Garcia- Gonzalez et al., 2007). La acumulacion de CO; en el interior
de la célula, provoca la extraccion de componentes intracelulares, alterando su
sistema biolégico y promoviendo la inactivacion (Garcia-Gonzalez et al., 2010; Ortuiio
etal. 2014).

1.4.3 Penetracion del CO, en el interior de la célula y disminucién del pH
intracelular

En esta etapa el CO, penetra a través de la membrana, acumulandose en el

interior de las células, aumentando la concentracion de CO, y HCO*, que se

disociaran desestabilizando el equilibrio interno de las células, por lo que la

inactivacion de microorganismos debido al efecto del pH esta asociada a una
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desnaturalizacion de las enzimas celulares por una disminucion del pH interno y a un

colapso del sistema celular amortiguador del pH (Erkmen, 2012)

1.4.4 Inhibicion del metabolismo celular debido a la inactivacion de enzimas

Dada la naturaleza proteica de las enzimas, una acidificacion conduce a su
desnaturalizacion, por lo que una caida del pH en el citoplasma podria causar la
inhibicion o inactivacion de enzimas clave y esenciales para procesos metabdlicos y
reguladores como la glicdlisis, transporte de aminoacidos e iones (Garcia-Gonzalez et
al., 2007; 2010)

1.4.5 Inhibicion directa del metabolismo celular en respuesta a la presencia del CO,
y formacion de HCO*”

Durante los tratamientos con SC-CO,, el CO, disuelto y la concentraciéon de HCO*
formado, pueden actuar como sustrato y producto respectivamente, en reacciones de
carboxilacion y descarboxilaciéon, causando efectos perjudiciales en el metabolismo de
la célula (Garcia-Gonzélez et al., 2007; 2010).

1.4.6 Desequilibrio de los electrolitos intracelulares

El dafo letal provocado por el tratamiento mediante SC-CO, supercritico en los
sistemas biolégicos ocurre principalmente por la acumulacion del CO; en el interior del
citoplasma de la célula bacteriana, provocando la precipitacion de iones, pérdida del

equilibrio celular y desorden del balance osmatico.

1.4.7 Extraccién de los componentes intracelulares y ruptura celular

El incremento de la permeabilidad de las membranas permite la difusion del CO, al
interior celular, extrayendo componentes intracelulares como fosfolipidos vy
compuestos hidrofobicos, proteinas y acidos grasos; produciendo un desequilibrio del

sistema bioldgico y provocando la lisis celular (Garcia-Gonzalez et al., 2007).

1.5 Combinacion de SC-CO; con tecnologias no térmicas de conservacion

A pesar que el uso de CO, como fluido supercritico representa un prometedor
método de procesamiento no térmico, en algunos casos se requieren altas presiones,
altas temperaturas pero sobre todo largos tiempos de tratamiento para garantizar la
seguridad y estabilidad de los alimentos, especialmente en sistemas por lotes. En

estos sistemas, el acoplamiento con otras tecnologias podria ser necesario para
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obtener la letalidad requerida en tiempos de procesamiento mas cortos e intensidades

de tratamiento mas bajas.

Se han estudiado combinaciones de sistemas de SC-CO, en discontinuo con otras
tecnologias no térmicas, tales como PEF (Pulsos Eléctricos) y HPU (Ultrasonidos de

Potencia), para mejorar la inactivacion de microrganismos en medios liquidos.

Pataro et al. (2010) aplicaron el tratamiento secuencial de PEF (intensidad de
campo eléctrico de 6, 9, 12kV /cmy 10,20y 40 J / mL) y SC-CO;, (8, 11 y 14 MPa,
35 °C durante 3-30 min) sobre S. Cerevisiae y lo compararon con muestras tratadas
con PEF o SC-CO, unicamente. Para el tratamiento de PEF sin el empleo de SC-CO,,
la inactivacion maxima se alcanzé a 12 kV/cm y 20 J / mL con una reduccion de 0,35
ciclos logaritmicos, mientras que para SC-CO, sin PEF fue a 8 MPa, 35°C y 3 min
alcanzando una reduccién de 3,13 ciclos logaritmicos. Aumentar la presién y el tiempo
de proceso no mejordé la maxima reduccioén de células de levadura. Sin embargo, el
tratamiento secuencial de PEF y SC-CO, (8 MPa, 25 ° C, 5 min) resultdé en la
inactivacion total, independientemente del nivel de campo eléctrico del tratamiento de
PEF. En este caso, la entrada de energia del tratamiento de PEF aumenté

significativamente el efecto de inactivacion del SC-CO, sobre S.cerevisiae.

El uso de ultrasonidos de potencia en combinacion con CO, supercritico sera

abordado con detalle en el apartado 1.7.4.

1.6 Generalidades de los ultrasonidos

Los ultrasonidos son ondas elasticas de frecuencia superior a las audibles por el ser
humano (20 kHz), por su naturaleza estas ondas necesitan un medio para propagarse
(Soria & Villamiel, 2010). La fuente de produccién de ultrasonidos suele ser un cuerpo
vibrante. Asi, el movimiento de vibracion de dicho cuerpo se comunica a las particulas
del medio que le rodean, las cuales comienzan a oscilar, comunicando la energia de

forma también oscilante a las particulas vecinas (Ozuna, 2015).
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Las ondas acusticas, como cualquier otro tipo de onda, se caracterizan por una

serie de parametros:

Frecuencia: La frecuencia de una onda se define como el numero de vibraciones o
ciclos completados por la onda en una unidad de tiempo. Al inverso de la frecuencia se
le denomina periodo y se define como el tiempo necesario para que cada onda realice
un ciclo (Ozuna, 2014). En funcidn de la frecuencia, las ondas acusticas se dividen en
cinco grupos: infrasonido (<20 Hz), espectro audible (de 20 Hz a 18 kHz), ultrasonidos
de baja frecuencia (de 18-100 kHz), ultrasonidos de alta frecuencia (de 100 kHz— 1
MHz) y los ultrasonidos de diagnostico (>1 MHz) (Chemat et al., 2011).

La velocidad acustica: se define como la velocidad de propagaciéon de la onda:
cuando las particulas se mueven en direccion de propagacion de la onda se llaman
ondas longitudinales, si el movimiento es perpendicular, transversales, y cuando el
movimiento de las particulas se lleva a cabo por la superficie, se denominan ondas de
Rayleigh (Corona, 2013).

Longitud de onda: La longitud de onda (A) se define como la distancia entre dos

planos en los que las particulas se encuentran en el mismo estado de vibracion.

Amplitud: La amplitud de la onda es el maximo desplazamiento de la particula desde

la posicion de equilibrio.

Presion acustica: La presion acustica es la presion existente en las diversas zonas
del medio. Esta presion sera mayor que la zona media en las zonas de contraccién de
particulas y menor en las zonas dilatadas, por lo que la presion acustica es alterna La
desviacion maxima en relacion a la media se denomina amplitud de la presién acustica

y esta relacionada con la amplitud de oscilacion de la onda.

Intensidad acustica: La intensidad de una onda acustica (l) se define como la energia
media transmitida a través de la unidad de area perpendicular a la direccion de
propagacion de la onda por unidad de tiempo. La intensidad acustica es proporcional

al cuadrado de la presién acustica maxima.
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Densidad de energia: Al propagarse una onda, se transmite energia que puede ser
disipada en forma de calor debido al trabajo realizado al desplazar las particulas en un
medio sujeto a fuerzas contrarias al desplazamiento de las mismas. La densidad de

energia se mide en unidades de J/m® (Ozuna et al., 2015).

Potencia acustica: La potencia acustica es la energia total irradiada por la fuente
ultrasodnica por unidad de tiempo. Se puede calcular a partir de la intensidad acustica y

del area de la superficie radiante.

Impedancia acustica: La impedancia acustica (Z) se define como la relacion entre la
presion acustica y la velocidad de vibracion de la particula. Se puede calcular a partir
de la velocidad acustica (v) y la densidad del medio. Es un parametro muy importante
para determinar la proporcion de energia que se refleja y la que se transmite en la
interfase cuando una onda acustica cambia de medio (Ozuna, 2014). Esta
caracteristica presenta una gran importancia en las aplicaciones de los ultrasonidos. Si
la proporcién de energia reflejada es mayor que la transmitida, los efectos de los
ultrasonidos podrian ser mas intensos en la interfase. Si por el contrario, la energia
transmitida es mayor, se incrementan los efectos de los ultrasonidos en el interior del

segundo medio (Garcia-Pérez, 2007).

Atenuacién: En la propagacion de la onda ultrasénica en un medio la intensidad de la
onda disminuye al aumentar la distancia a la fuente que la produce. Este fenbmeno es
conocido como atenuacion. La atenuacion puede ser consecuencia de la reflexion, la
dispersion o la difraccién de la onda durante su propagacién, o como consecuencia de

la conversién de parte de la energia cinética de la onda en calor.

Los ultrasonidos se pueden clasificar segun sus aplicaciones industriales (Fig. 1.4),
a partir de su frecuencia y su intensidad (McClements, 1997). Por un lado, se
encuentran los ultrasonidos de potencia (HPU), también conocidos como de alta
intensidad, con frecuencias comprendidas entre 20 y 100 kHz e intensidades
superiores a 1 W/cm?. Los ultrasonidos de potencia pueden producir cambios en los
materiales o afectar a los procesos. Por el otro lado, se encuentran los ultrasonidos de
senal, también conocidos como de baja potencia o intensidad o de alta frecuencia. Se
caracterizan por utilizarse en frecuencias que oscilan entre los 100 kHz y los 20 MHz e
intensidades inferiores a 1 W/cm? Los ultrasonidos de sefial no afectan a los

productos ni a los procesos ya que la energia involucrada es débil. Se utilizan para el
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control de procesos o el analisis no destructivo de materiales. Generalmente, los
ultrasonidos de potencia se aplican en forma continua mientras que los de sefial se

aplican en pulsos (Carcel, 2003).

0 10 102 10°  10* 10°  10° 107

0-20 Hz; Subsonidos
20 Hz-20 kHz; Rango de audicién humano

20 kHz-100 kHz; Aplicaciones mas frecuentes de ultrasonidos de potencia

- 500 kHz-10 MHz; Aplicaciones mas frecuentes de ultrasonidos de sefial

Fig. 1.4. Clasificaciéon de las ondas elasticas en funcién de la frecuencia

1.6.1 Sistemas de generacion de ultrasonidos de potencia

En general, la produccion de HPU consiste en la conversion de cualquier otro tipo
de energia en energia acustica. Los sistemas de ultrasonidos constan de tres partes
fundamentales: generador, transductor y emisor. El generador es el encargado de
transformar la sefal eléctrica de la red a la frecuencia deseada; el transductor
convierte la sefal eléctrica de alta frecuencia en vibraciones mecanicas; y el emisor

irradia la energia acustica generada por el transductor al medio a tratar (Carcel, 2003).

Los transductores se pueden clasificar en 3 grandes grupos en funcién de la forma
de ser excitados para generar las ondas ultrasonicas: los transductores operados
mediante fluidos, los transductores magnetostrictivos y los transductores
piezoeléctricos. El presente trabajo emplea el uso de transductores piezoeléctricos por

lo que se describira este tipo.

Un transductor piezoeléctrico (Fig. 1.5) se basa en la generacion de oscilaciones
eléctricas, de una frecuencia determinada, que se aplican sobre las caras de un cristal,
este se contrae o se expande en funcion de la polaridad de las cargas eléctricas. Asi,
el paso de una corriente eléctrica alterna de elevada frecuencia, provocara la vibracion
del material, lo que dara lugar a la generacion de una onda ultrasénica. Los cristales
piezoeléctricos que pueden presentar dicho efecto son el cuarzo o bien, materiales

ceramicos ferroeléctricos policristalinos, Illamados comunmente, ceramicas
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piezoeléctricas (Garcia-Pérez, 2007). Dichas ceramicas estan acopladas a elementos
metalicos como el titanio que las aisla de un sobrecalentamiento. Una de las
disposiciones mas usadas en la aplicacion de ultrasonidos es el sistema tipo
“sandwich”. El cual consiste en montar un par de ceramicas conectadas con las
polarizaciones en sentido opuesto, a las que se les suele acoplar dos cilindros
metalicos que comprimen la estructura mediante un tornillo colocado en forma axial.
De esta manera, la onda transmitida por cada transductor esta relacionada con la
longitud de los cilindros metalicos. Asi, los transductores son conectados a sistemas
vibrantes cuya funcion consiste en transmitir la vibracién del transductor al medio y
finalmente, es el cilindro frontal quien dirige la onda ultrasénica generada al medio de
tratamiento (Ortufio, 2014).

|

+ 4+ttt

Efecto Piezoeléctrico directo Efecto Piezoeléctrico inverso

Fig. 1.5. Efecto piezoeléctrico

1.6.2 Efectos de los ultrasonidos de potencia

Los HPU alteran y modifican el medio en el que son aplicados. Los efectos
atribuidos a los ultrasonidos pueden ser muy diferentes en funcién del medio fisico en
el que estos se transmiten. Se emplean en campos tan dispares como la limpieza, el
secado, la filtracion, la inactivacién de microorganismos y enzimas, la extraccion, el
corte de alimentos, etc. La amplia variedad de efectos asociados a los HPU puede

explicarse mediante varios mecanismos asociados.

Los principales efectos son:

La cavitaciéon: En medios liquidos, los HPU generan ciclos de compresiéon y
rarefaccion, de manera que cuando la energia ultrasénica alcanza un umbral, durante
el ciclo de rarefaccién se pueden superar las fuerzas de atraccion que mantienen
unidas a las moléculas y, a partir de nucleos de gas existentes, podrian aparecer
burbujas de cavitacion (Soria y Villamiel, 2010). Puede ser producida de dos formas:
transitoria y estable (Mason & Lorimer, 2002) (Figura 1.6). En la primera de ellas, las

burbujas generadas por la cavitaciéon se llenan de gas o vapor debido a oscilaciones

19



INTRODUCCION

irregulares, aumentando su tamafio e implosionando, provocando elevaciones de
presién (~1000 bar) y temperatura (>4000 °C); en consecuencia, se pueden producir
fuerzas de corte y turbulencia en la zona de cavitacion. Este fendmeno podria
favorecer el efecto de inactivacion enzimatica y la desintegracion celular (Knorr et al.,
2004). La cavitacion estable se refiere a la oscilacion de las burbujas en un
comportamiento regular durante los ciclos acusticos, pudiendo mantener un aumento y
disminucion de su tamafio hasta alcanzar dicha estabilidad y favoreciendo la formacién
de microcorrientes de alta intensidad en el liquido circundante. Esta micro-agitacion
puede estresar las especies biolégicas favoreciendo la inactivacion de
microorganismos presentes en el medio (Chemat et al., 2011). La intensidad de la
cavitacion y sus efectos dependeran de las caracteristicas del medio, como son su
viscosidad, las variables de proceso, la intensidad, frecuencia y presion ultrasonica
(Carcel et al., 2012; Chandrapala et al., 2012).

Compresion Compresién Compresién

Descompresion Descompresion Descompresion

o) ‘ O

Burbujas de cavitacion

Fig. 1.6. Formacion y crecimiento de burbujas de cavitacion

Por otra parte, cuando el colapso de las burbujas producidas por la cavitacion se
lleva a cabo en la cercania de la superficie de un sdlido, se puede generar una
corriente de liquido que atraviesa la burbuja provocando que golpee la superficie del
solido. Este efecto es llamado “microjet” y permite el incremento de los fenémenos de
transporte de materia y energia entre el sélido y el liquido, disminuyendo el espesor de

la capa limite.

En general, muchos de los efectos atribuidos a los ultrasonidos ocurren en
presencia de cavitacién. Algunos de estos efectos son la desgasificacién de liquidos,
la generacién de radicales libres, la aceleracion de reacciones, el incremento de
indices de emulsién y de difusion, la mejora en procesos de extraccion, la erosion de

superficies, etc. (Garcia-Pérez, 2007).
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1.6.3 Aplicacion de los HPU en procesos de inactivacion microbiana

En la dltima década, la tecnologia de ultrasonidos de alta potencia (HPU) ha sido
ampliamente estudiada con el fin de intensificar y asegurar la calidad de diversos
procesos alimentarios (Anaya-Esparza et al., 2017; Carcel et al., 2012 Ozuna et al.
2015). La energia acustica induce una serie de efectos sinérgicos que pueden producir
la inactivacién microbiana en alimentos liquidos. El fendmeno de cavitacién se asocia
principalmente con la formacioén, crecimiento e implosién de mindsculas burbujas de
gas en un liquido cuando los ultrasonidos se propagan a través de él. La cavitacién en
liquidos puede conducir a la destruccion de las células de microorganismos debido a
las temperaturas extremas (5000 K) y a las presiones (1000 atm) generadas en la
zona de cavitacion (Ozuna et al., 2015; Soria & Villamiel, 2010). Ademas, los efectos
de la cavitacidon provocan grandes fuerzas de cizallamiento y turbulencia en el medio

que pueden afectar la estructura interna de un microorganismo.

Guerrero & Alzamora (2005) utilizaron microscopia electrénica de transmision,
encontrando que el tratamiento con HPU (600 W, 20 kHz, 10-25 min, 45 °C) indujo
dafio fisico en la microestructura celular de S. cerevisiae (perforacién y ruptura de la
pared celular, organelos y discontinuidad del plasmalema), que se atribuyé a la
cavitacion intracelular inducida por la energia acustica. Resultados similares fueron
observados por Cameron et al. (2008), Marx et al. (2011) y Liu et al. (2013) utilizando
frecuencias superiores a 20 kHz y potencias acusticas entre 120 y 750 W. Sin
embargo, es importante considerar la importancia de la caracterizacion del campo
acustico en sistemas de aplicacion de HPU con el objetivo de medir la energia
acustica disponible en medios liquidos durante el proceso de inactivacion. Esto

permitiria contrastar los resultados obtenidos con diferentes dispositivos de HPU.

Ademas de estos efectos, la energia acustica se asocia con la ruptura de moléculas
de agua que generan radicales libres altamente reactivos que pueden modificar las
biomoléculas presentes en la membrana celular de diversos microorganismos. Wu et
al. (2015) estudiaron el dafio inducido por HPU a las paredes celulares y a las
membranas de S. cerevisiae, midiendo la liberacién de los polisacaridos de la pared
celular y de las proteinas intracelulares, respectivamente. Los ensayos cuantitativos de
proteinas y polisacaridos mostraron que los polisacaridos se liberaron mas
rapidamente que las proteinas a baja intensidad acustica (10 W/m?), mientras que las
intensidades acusticas mas altas (24 y 39 W/m?) tuvieron un efecto inverso. Con el

aumento de la temperatura, la liberacion de los polisacaridos de la pared celular al
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medio se favorecié debido a la debilidad de la pared celular inducida por el calor. Del
mismo modo, Wordon et al. (2012) encontraron mediante analisis de citometria de flujo
fluorescente en tiempo real que las lesiones asociadas con la aplicacion de HPU eran
mas evidentes con el aumento de la temperatura. Con el fin de disefar un proceso de
inactivacion microbiana éptimo asistido por HPU, es necesario tener en cuenta varios
factores que incluyen diferentes parametros de proceso (potencia ultrasodnica,

frecuencia, temperatura o volumen, entre otros).

Guerrero et al. (2001) estudiaron la influencia de los parametros de proceso
(temperatura, pH y amplitud) en la inactivacion de S. cerevisiae asistida por HPU. La
temperatura y la amplitud de onda fueron las variables mas significativas para la
inactivacion ultrasonica del microorganismo. A 35 y 45 °C, la inactivacion microbiana
aumento significativamente, cuando la amplitud de la onda aument6 de 71.4 a 107.1
pgm. Sin embargo, las particulas de titanio de la sonda aparecieron en el medio cuando
se ensayo la amplitud mas alta. A la temperatura mas alta ensayada (55 °C), los HPU

no contribuyeron a la inactivacion de S. cerevisiae.

1.6.4 Aplicacion de la combinacion de SC-CO, y HPU

A partir de los resultados de la literatura cabe considerar que el uso de ultrasonidos
de potencia en combinacion con CO, supercritico puede considerarse como un
método prometedor e innovador en la extraccion de valiosos compuestos vegetales y
productos alimenticios (Mason & Lorimer, 2002). En particular la extraccién con CO,
supercritico, es una técnica que ofrece muy buenos rendimientos y por lo tanto ha
ganado amplia aceptacion en los ultimos afos como una alternativa a la extracciéon
con solventes convencionales en muchos procesos analiticos e industriales. La técnica
ofrece ventajas relevantes (no toxico, barato, relativamente inerte y no inflamable)
sobre las técnicas tradicionales. La aplicacion de ultrasonidos de potencia representa
una forma eficiente para mejorar la transferencia de masa del proceso ya que permite

la intensificacion de la cinética e incrementa el rendimiento.

Por ejemplo, Jun et al. (1997), obtuvieron un aumento de aproximadamente el 10%
en el rendimiento de la extraccion de aceite de germen de trigo empleando
ultrasonidos a 26.5 kHz y 35 kHz. La temperatura y presion de extracciéon fueron de 35
°C y 200-250 bar, respectivamente. Estos autores senalaron que bajo estas
condiciones de presion se observd que los ultrasonidos podrian penetrar en el

material sélido, provocando micro-turbulencias locales en el interior y disminuyendo la
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resistencia a la transferencia de masa entre las particulas. Mejores resultados fueron
obtenidos por Riera et al. (2004), quienes extrajeron aceite de almendras con CO,
supercritico, empleando ultrasonidos a una frecuencia de 20 kHz. Estos autores
propusieron que el mecanismo implicado en la mejoria del proceso puede estar
relacionado con la turbulencia (agitacién intensa), causada por la transmision acustica.
Los resultados obtenidos a 280 bar, 55 °C y 50 W muestran que la cinética de
extraccion y el rendimiento de la extraccion tuvieron un incremento del 30% y 20%

respectivamente.

Hasta hace poco, solo se habia estudiado el efecto de los fluidos supercriticos
asistidos con ultrasonidos, en la extraccion de diferentes sustratos, como se indicé
anteriormente. Sin embargo, Ortufio et al. (2013, 2014) analizaron las ventajas de
acoplar un sistema SC-CO, discontinuo con ultrasonidos (SC-CO,-HPU) para inactivar
microorganismos S. cerevisiae y E. coli, en medio de cultivo, zumo de manzana vy
zumo de naranja, a presiones de 10 a 35 MPa y temperaturas de 31 a 41 °C.
Empleando SC-CO, sin ultrasonidos, se obtuvo una reduccion de 6.7 ciclos
logaritmicos a 35 MPa, 36 °C y 140 min. En las mismas condiciones pero aplicando
SC-C0O,-HPU, se alcanzdé el mismo nivel de inactivacion en Unicamente 2 min. Se cree
que esta reduccion en el tiempo de tratamiento se debe a la agitacion vigorosa y a la
cavitacion producida por el campo ultrasénico, lo que aumenta la velocidad de
solubilizacién de SC-CO, en el liquido, asi como su transferencia de masa a las
células microbianas. Ademas, se reporté que las caracteristicas del medio afectaban a
la velocidad de inactivaciéon. En particular, el contenido de sdlidos en el medio, que

determina su viscosidad, podria afectar la cavitacion relacionada con los HPU.

Por otro lado, Cappelletti et al. (2014) estudiaron la aplicacion del tratamiento
combinado de SC-CO, y HPU sobre agua de coco. Estos autores mostraron que para
conseguir una reduccion de 5 ciclos logaritmicos de microbiota en el agua de coco
mediante el tratamiento con SC-CO, (120 bar, 40 °C) fueron necesarios 30 min,
mientras que, aplicando HPU se consiguid reducir totalmente la flora microbiana en
s6lo 15 min bajo las mismas condiciones de tratamiento. Ademas, respecto al estudio
de vida util, los autores observaron que el agua de coco tratada s6lo con SC-CO, (120
bar, 40 °C, 30 min) present6 un crecimiento de los microorganismos durante su
almacenamiento, mientras que el agua de coco tratada con la técnica combinada de
SC-CO,-HPU (120 bar, 40 °C, 15 min, 10 W) asegur6 una vida util del producto de 4

semanas.
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Considerando los prometedores resultados obtenidos en procesos de inactivaciéon
combinando SC-CO, y HPU en sistemas en discontinuo o lotes, parece interesante
aplicar dicha tecnologia a la inactivacion microbiana. De mayor interés resulta ser su
aplicacion en un sistema en continio que permita mejorar la eficiencia de los
tratamientos en discontinuo. Ademas el procesado en continuo con esta técnica
facilitaria enormemente su implementacion industrial donde se precisa de sistemas

que permitan procesar grandes cantidades de producto a una elevada velocidad.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En la actualidad los consumidores demandan productos con caracteristicas
similares a los naturales, por lo que existe un creciente interés por las técnicas de
conservacion no térmicas. El objetivo de estas nuevas tecnologias es asegurar la
conservacion de alimentos, manteniendo el valor nutricional y propiedades

organolépticas de los productos tratados.

Una de las tecnologias referidas es la aplicaciéon de CO, como fluido supercritico
(SC-CO,). Su efecto en la inactivacion de enzimas y microorganismos, alterando
minimamente las propiedades sensoriales y nutricionales del alimento, ya ha sido
demostrado (Choi et al., 2008). Han sido estudiadas diversas tecnologias, entre ellas
los fluidos supercriticos asistidos por ultrasonidos de potencia Ortufio et al. (2012;
2013). Dicha tecnologia ha sido desarrollada en un sistema en discontinuo que ha
presentado drasticas reducciones de tiempo de proceso, comparado con el uso solo
de fluidos supercriticos. El efecto de la técnica se atribuye al efecto de los ultrasonidos
en el medio, que permiten una vigorosa agitacion del medio, una rapida disolucion del
CO; en el medio y por consiguiente un aumento en la velocidad de los mecanismos de
inactivacion asociados al CO, supercritico. Sin embargo en la industria alimentaria, se
precisa de sistemas en continuo que permitan procesar grandes cantidades de

producto.
En este contexto, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue:
Objetivo General
Disefiar, implementar, aplicar y evaluar un sistema de inactivaciéon de

microorganismos por contacto medio-(SC-CO,) asistido por HPU y de operacion en

continuo.
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Objetivos Especificos

Para cumplir el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos particulares:

e Disefiar e implementar un sistema de inactivacion de microorganismos por
contacto medio-(SC-CO,) asistido por HPU y de operacion en continuo, a partir
de un equipo de operacion por lotes. La evaluacién del proceso se realizara
considerando diferentes condiciones de operacién, microbiota y medios

(zumos) de diferentes caracteristicas.

e Analizar mediante la modelizacion matematica el efecto de la presion,
temperatura, tiempo de residencia en la inactivacién de S. cerevisiae inoculada
en zumo de manzana, procesado en el equipo SC-CO,-HPU de operacion en

continuo.

e Optimizar el proceso de inactivacion de S. cerevisiae inoculada en zumo de

manzana, procesado en el equipo SC-CO,-HPU de operacioén en continuo.

e Evaluar el efecto de la temperatura y tiempo de residencia sobre las variables
de calidad y la microbiota de zumo de naranja procesado en el equipo

SC-CO,-HPU de operacion en continuo.
e Evaluar el efecto del tiempo de residencia sobre las variables de calidad y la
microbiota de zumo de pifia procesado en el equipo SC-CO,-HPU de operacion

en continuo.

e Evaluar la microbiota y la degradacion de vitamina C en el almacenamiento de

zumo de pifia procesado en el equipo SC-CO,-HPU de operacién en continuo.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Plan de trabajo

Para alcanzar los objetivos planteados en la presente Tesis Doctoral, se desarrolld
un plan de trabajo general que se muestra en la Figura 3.1. El plan de trabajo se
estructura en cuatro capitulos, que se presentan detalladamente en el apartado de

resultados.

El primer capitulo de resultados engloba el redisefio yadaptacion del sistema de
inactivacion de microorganismos mediante fluidos supercriticos (SC-CO,) vy
ultrasonidos (HPU), disponible en el grupo ASPA (Grupo de Analisis y Simulacién de
Procesos Agroalimentarios, Universitat Politécnica de Valéncia) y que opera por lotes,
a trabajar en continuo. Asi mismo también contempla las pruebas preliminares que se
realizaron para lograr que el equipo alcanzara el estado estable por el tiempo

requerido para cada ensayo.

En el segundo capitulo se analizé el efecto de la presion, temperatura y tiempo de
residencia, asi como el empleo o no de HPU sobre la inactivacion de S. cerevisiae,
empleando el sistema de fluidos supercriticos en continuo desarrollado en el primer
capitulo. Las relaciones de inactivacion se ajustaron a un modelo hibrido (booleano-
real) para estudiar el efecto de las variables del proceso y plantear problemas de

optimizacion.

En el tercer capitulo se evaluo el efecto de la temperatura (31, 36 y 41 °C), a 100
bar y 3.06 min de tiempo de residencia, sobre los parametros de calidad y la
microbiota de zumo de naranja tratado con SC-CO,-HPU en continuo. Posteriormente
se compararon los resultados con zumo de naranja sometido a un proceso de

pasteurizacién térmica convencional.

Finalmente en el cuarto capitulo se evalué el efecto del tiempo de residencia (3.06-
4.6 min) a 100 bares y 31°C sobre los parametros de calidad y la microbiota de zumo
de pifa tratado en el equipo de SC-CO,-HPU en continuo. Ademas, se analizo la
evolucién de la microbiota y el contenido de Vitamina C del zumo de pifia fresco y

tratado mediante SC-CO,-HPU en continuo, durante su almacenamiento a 4 °C.
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Disefio y
construccion de
un sistema en
flujo continuo

Capitulo 1

Inactivacion de S.
cerevisiae
(Zumo de manzana como
medio modelo)

Analisis de producto
fresco
(Zumo de naranja)

Capitulo 3

Andlisis de
Capitulo 4 » producto fresco
(Zumo de pifia)

Fig. 3.1. Plan de trabajo
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3.2. Equipo de fluidos supercriticos asistido con ultrasonidos de potencia (SC-CO,-

HPU) existente en el grupo ASPA. Trabajo por lotes.

A continuacioén se detalla el equipo de fluidos supercriticos asistido con ultrasonidos
de potencia (SC-CO,-HPU) en sistema discontinuo, el cual fue empleado como base

para su posterior adaptacién a trabajar en continuo.

La planta de fluidos supercriticos (Figura 3.2) fue disefiada y construida por el grupo
de Analisis y Simulacién de Procesos Agroalimentarios (ASPA) de la UPV. El equipo
de SC-CO, esta provisto de un sistema de HPU acoplado al equipo (Benedito et al.,
2011).
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Fig. 3.2. Equipo de fluidos supercriticos asistido por ultrasonidos de potencia en
sistema discontinuo. 1. Tanque CO,; 2. Tanque de N,; 3. Reserva de CO,; 4. Bomba
de CO,; 5. Bafo termostatico; 6. Depodsito de tratamiento; 7. Sonda de temperatura; 8.
Transductor; 9. Junta de aislamiento; 10. Ceramicas; 11. Soporte de teflén; 12.
Generador de ultrasonidos; 13. Salida para la toma de muestras; 14. Bomba auto-

aspirante de recirculacion; P: mandémetros; T: sensores de temperatura; V: valvulas.
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Tanques de N, y CO,

Los gases empleados fueron CO, y N,, suministrados por Abelld Linde (Barcelona,
Espafa). Ambos gases cumplieron la normativa vigente segun el Real Decreto
1466/2009 en materia de aditivos alimentarios dentro de los paises de la UE.

El N, se adquirié en tanques de 9.5 m® de N, en condiciones normales y 200 bar de
presion, y el CO,en tanques de 37.5 kg y 60 bar de presion. Durante todo el desarrollo
experimental, ambos tanques se colocaron en un lugar bien ventilado y a temperatura

ambiente como establece la normativa.

Reserva de CO,

La reserva de CO, (3, Fig. 3.2.) consiste en un depdsito de acero inoxidable tipo
316 de 250 mL situado en el interior de un congelador que se mantiene a -18 °C £+ 3
°C. Este depdsito se conecta a la bala de CO, y mantiene en su interior el CO, en
estado liquido para ser correctamente absorbido por la bomba y posteriormente

inyectado al depdésito de tratamiento, donde alcanza el estado supercritico.

Bomba

La bomba (4, Fig. 3.2.) esta constituida por dos bombas de jeringa de 103 mL cada
una, de alta presion y precision (Teledyne ISCO, VERTEX Technics, S.L., Barcelona,
Espafa) conectadas a un controlador incorporado en el equipo. La bomba de doble
jeringa opera en continuo de manera que, mientras un cilindro carga CO, proveniente
del depésito enfriador, el otro lo inyecta hacia el recipiente de inactivacion.

La bomba se encarga de absorber el CO, desde el depdsito enfriador y de
inyectarlo al depdsito de inactivacion hasta alcanzar la presion requerida. Esta
funciona en modo de presion constante, en el cual el CO, es inyectado usando un
caudal de 50 mL/min hasta alcanzar la presion deseada, que se mantiene constante

durante todo el tratamiento.

Deposito de tratamiento
El depdsito de tratamiento (6, Fig. 3.2.) consiste en un cilindro de acero inoxidable
tipo 316, con un diametro interno de 30.5 cm y 500 mL de volumen , con un espesor
de pared de 3 cm. Dicho depdsito se encuentra sumergido dentro del bano

termostatico, y por tanto, su temperatura era regulada por la temperatura de éste.

El depdsito cuenta con un mandmetro de muelle sumergido en glicerina (PTG
Pressure Technology, Gesellschaft fir Hochdrucktechnik mbH, Modelo EN 837-1,

Alemania) para verificar la presion en su interior.
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Bafo termostatico

El bafio termostatico (5, Fig. 3.2.) consiste en un bafio de agua en el que se
sumerge el deposito de tratamiento. Para conseguir la temperatura deseada de
proceso, el bafio de agua se calienta mediante una resistencia eléctrica sumergible
(1500 W-230 V, Ref. 131 CFOR) hasta alcanzar la temperatura deseada en el depdsito
de tratamiento, que se registra por un termopar conectado a un controlador digital de
temperatura (E5CK, Omron, Hoofddorp, Holanda). Dicho termopar se situa en el
depdsito de tratamiento, alcanzando su extremo la parte interna del depdsito. La
temperatura del tratamiento se cambiaba ajustando el set-point del controlador,
manteniéndose constante durante todo el tratamiento. El bano dispone de una bomba
auto-aspirante con pre-filtro incorporado (Potencia=1045 W; Modelo SWT75M, Ebara,
Madrid, Espafia) que permite recircular continuamente el agua del bafio para mantener
una temperatura uniforme en el depésito durante todo el proceso.

Dispositivo de ultrasonidos de potencia (HPU)

El sistema de aplicacién de ultrasonidos de alta intensidad se basa en un sistema
piezoeléctrico. El dispositivo de HPU (Fig. 3.3.) empleado fue patentado, junto con el
procedimiento de inactivacion por la UPV (Benedito et al., 2011).

El sistema se compone de tres partes principales: un generador que permite convertir
la sefal eléctrica suministrada de la red (energia eléctrica), a la frecuencia y potencia
requeridas durante el tratamiento (42 W £ 5W; | =250 mA £ 10 mA; U =220V £ 5 V).
Dicha potencia es registrada mediante un medidor de potencia digital (Modelo WT210,
Yokogawa Electric Corporation, Japon). Un transductor piezoeléctrico, constituido por
dos ceramicas comerciales de tipo anular (4, Fig. 3.3: de 35 mm diametro externo;
12.5 mm diametro interno; 5 mm de espesor) de 30 kHz de frecuencia, que transforma
dicha corriente de alta frecuencia en vibraciones mecanicas (energia acustica) y que
esta unido al generador mediante una conexion, recubierta con silicona flexible y de
alto poder dieléctrico, situada en la cabeza del tapén (1, Fig. 3.3.). Finalmente, la
sonda o sonotrodo (5, Fig. 3.3) fabricado en aluminio (calidad 7075), transmite la
energia acustica generada por el transductor al medio a tratar. El transductor junto al
sonotrodo, se encuentran unidos al cuerpo del tapén del depdsito de inactivacion, el
cual puede abrirse o cerrarse mediante una rosca dispuesta en la parte superior.
Ademas, para mantener la estanqueidad del depdsito, el tapdn dispone de una junta
de cierre (2, Figura 3.3.). Por otro lado, para evitar cortocircuitos, las ceramicas son
cubiertas con teflon y en el cuerpo del tapén, se coloca una funda de polipropileno

antes de cada tratamiento.
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Fig. 3.3. Dispositivo de ultrasonidos de potencia (HPU) A. Vista Real. B. Esquema: 1.
Conector de entrada de potencia; 2. Junta de cierre; 3. Soporte de aluminio; 4.
Ceramicas; 5. Sonotrodo de aluminio.
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La primera etapa del proyecto consistio en el redisefio y adaptacion del sistema
descrito anteriormente. Por lo tanto, en el capitulo 1 del apartado de resultados se
detalla la metodologia que fue seguida hasta conseguir que el sistema pasara de

operar de modo discontinuo a modo continuo.

3.3. Equipo de fluidos supercriticos asistido con ultrasonidos de potencia (SC-CO,-

HPU) en sistema en continuo

Las experiencias realizadas con SC-CO, + HPU en el sistema en continto se
llevaron a cabo en la planta de fluidos supercriticos a escala piloto (Fig. 3.4).
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Fig. 3.4. Equipo de fluidos supercriticos asistido por ultrasonidos de potencia en
sistema en continuo. 1. Tanque CO2; 2. Tanque de N2; 3. Reserva de CO2; 4. Bomba
de CO2; 5. Depdsito muestra a tratar; 6. Bomba de liquido; 7. Punto de mezcla; 8.
Depésito de sonicacion; 9. Sonotrodo; 10. Sistema de aislamiento; 11. Ceramicas; 12.
Generador de ultrasonidos; 13. Bafo termostatico; 14. Tubo de contacto; 15. Depdsito
de separacion; 16. Muestra; 17. Recirculacion de CO,; 18. Salida del depésito de
sonicacion; 19. Salida del depdsito de Separacion; P: mandmetros; T: sensores de

temperatura; V: valvulas.

Primero, se procedia al calentamiento del bafo termostatico para lo cual se
conectaba la resistencia y la recirculacion del bafo, y se especificaba la temperatura
deseada en la consigna del controlador de temperatura. El proceso de limpieza se
basaba en hacer pasar una disolucién (1-4 % v/v) de un jabdon industrial para

superficies externas (Diversey, Dellated, Barcelona) por el depdsito de tratamiento
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durante 5 min a temperatura 70 °C. A continuacién, se hizo pasar agua destilada por

duplicado y por ultimo agua esterilizada.

La carga de las bombas consistia en llenar las mismas de CO,. Para ello, en primer
lugar se despejaba todo el aire contenido en la reserva de CO, que estaba a -18 °C, a
continuacion se abria el tanque de CO, (1, Fig.3.4.) y se llenaba el depdsito de reserva
(3, Fig. 3.4.). Posteriormente, se abria el tanque de N, (2, Fig. 3.4.), se presurizaba el
depdsito de reserva y se procedia al llenado de las bombas. Una vez alcanzada la
presién deseada en el sistema, asi como la temperatura de consigna en el bano
termostatico (ambas controladas automaticamente), se procedia a la preparacién de la
muestra. Para tratamientos con SC-CO, asistidos por HPU, una vez que se alcanzaba
la presion y la temperatura deseada, los HPU eran conectados, momento considerado
como tiempo cero de tratamiento. Los HPU suministraban una energia constante de
40W £ 5 W (I =250 mA = 10 mA; U = 220 V + 5 V) durante todo el tratamiento. La
muestra se cargaba en el depdsito del liquido a tratar (5, Fig. 3.4.), donde era
impulsada por una bomba (6, Fig. 3.4) (previamente estandarizada para conseguir el
caudal deseado), hasta el punto de mezcla (7, Fig. 3.4.), donde el CO, entraba en
contacto con la muestra a tratar, mezclandose a lo largo de todo el sistema hasta
llegar al depdsito de separacion (15, Fig. 3.4.). En dicho depésito se procedia a la
despresurizacion y separacion de la muestra y el CO,. Posteriormente, el CO, se
recirculaba al depdsito de reserva para condensarlo y poder ser reutilizado (17, Fig.
3.4). Las muestras tratadas se extraian por un tubo situado en la parte inferior del
depdsito de separacion, tras la limpieza y desinfecciéon del mismo con etanol. Al
finalizar cada una de las experiencias, la planta de fluidos supercriticos se limpiaba y

desinfectaba con solucién desinfectante, alcohol y agua.

Las relaciones flujo liquido/flujo SC-CO, fue establecida por regulacion de la
apertura de la bomba impulsora del liquido. Los resultados alcanzados se muestran en
la Tabla 1. Con los resultados referidos y el volumen en el depdsito de tratamiento se
calcularon los tiempos de residencia que se emplearian en cada experiencia tal y

como se explica en el apartado 2, de resultados y discusion.
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Tabla 3.1. Flujo de liquido tratado obtenido a diferentes presiones y posiciones de
medicion de la bomba

Apertura de la Flujo de liquido a Ratio liquido a

Presién (bar)

bomba tratar (mL/min) tratar/CO,
3.6 100 5 1
4.1 200 5 1
4.9 300 5 1
6.1 100 15 3
7.2 200 15 3
8 300 15 3
8 100 23 4.6
8.4 200 23 4.6
94 100 25 5
10.1 200 25 5
11 300 25 5
14.5 100 50 10
15 200 50 10

Los tratamientos empleados, se especifican en cada capitulo de la seccion de

resultados.

3.4. Preparacion del cultivo e inoculo

El microorganismo empleado en los estudios de inactivacién fue la levadura
Saccharomyces cerevisae T73 (S. cerevisae); comercializada como Lalvin T73
(Lallemand Inc., Montreal, Canada). El cultivo madre se mantuvo en (YPD) Agar Yeast
Extract-Peptone-Dextrose Agar (YPD, Agar, Sigma-Aldrich, USA) almacenado a 4 °C

y se resembro mensualmente en nuevas placas de LB Agar.
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Para preparar el indculo de S. cerevisiae que posteriormente fue inoculado en la
matriz correspondiente, se partid de un cultivo iniciador. Dicho cultivo se prepard
inoculando una colonia de S. cerevisiae en 50 mL de caldo YPD (YPD Broth, Sigma-
Aldrich, USA) a 30 °C y se dejo crecer toda la noche en una camara incubadora (J.P.
SELECTA, Modelo 3000957, Barcelona, Espafa) situada sobre un agitador orbital a
120 rpm (J.P. SELECTA, Rotabit Modelo 3000974, Barcelona, Espafa). 100 uL de ese
cultivo se inocularon en 50 mL de YPD Broth estéril y se incubé a 30 °C durante 24 h,
tiempo tras el cual se obtuvieron las células de S. cerevisiae en fase estacionaria
temprana (Ortufio y col., 2012a). Finalmente, usando una micropipeta (SOCOREX
Acura 825, 20-200 pL, Suiza), se inoculdé 1 L de zumo comercial pasteurizado (Zumo
de manzana, Hacendado, Espafia) para obtener una concentracién en la muestra de
1-10x10” UFC/mL.

3.5. Viabilidad de los microorganismos

La viabilidad de S. cerevisiae en las muestras se determin6é por el método de
recuento de placas antes y después de cada tratamiento. Las muestras se diluyeron
en serie y se sembraron 100 pl de las diluciones apropiadas en agar YPD (YPD Agar,
Sigma-Aldrich, EE.UU.) por triplicado. Las placas se incubaron a 30°C durante 24 h
antes del recuento. Los resultados experimentales mostrados son la media aritmética y
la desviacion estandar de log (N/Ny) para al menos tres placas, donde Ng es el numero
inicial de células en la muestra y N es el numero de células en la muestra después del

tratamiento.

Para el analisis de la microbiota tanto de zumo de naranja como de pifia se
realizaron recuentos de E. coli y bacterias mesofilas viables (MVC) y levaduras,
especificamente S. cerevisiae. Para ello se realizaron diluciones seriadas del zumo
tratado con agua destilada esterilizada; 100 pL de la dilucion apropiada, se sembraron
por triplicado en placas de agar LB, YPD y PCA, para E.coli, S. cerevisiae y MVC,
respectivamente; y se incubaron durante 24 h a 30°C en el caso de S. cerevisiae y 37
°C para los otros dos microorganismos, previo a su recuento. Se procedio de la misma
forma a la siembra y recuento del zumo control y el tratado. Los resultados se
expresan como log (N/Ng), donde Ny es el numero inicial de células en la muestray N

es el numero de células en la muestra después del tratamiento. .

45



MATERIALES Y METODOS

3.6. Materia prima

En este trabajo, con el fin de examinar diferentes medios, se emplearon 3 materias

primas, zumo de manzana, zumo de naranja y zumo de pifia.

En el caso del zumo de manzana se empled zumo comercial esterilizado (Zumo de
manzana, Hacendado, Espana) para la inoculacién de S. cerevisiae. Se eligié este
zumo como medio modelo, ya que se encontraba libre de otros microorganismos al
estar esterilizado y presenta una elevada homogeneidad en sus caracteristicas

composicionales.

En el caso del zumo de naranja, éste se prepard a partir de fruta fresca para
determinar si la técnica era viable sobre la materia prima original (sin procesar
previamente) con la variabilidad inherente que presenta este producto. Para la
preparacion del zumo de naranja se partio de naranjas (Citrus sinensis), de la variedad
Navelate que se adquirieron en un mercado local y se mantuvieron a 4 °C durante dos
dias como maximo. Previo a la elaboracion del zumo, las naranjas eran atemperadas
(25 °C) y posteriormente lavadas, peladas, troceadas y exprimidas mediante un
extractor de laboratorio (Fig. 3.5, Ultra Juicer, Robot Coupe J80, USA). La extraccion
del zumo se llevd a cabo justo en el momento previo a la aplicacion del tratamiento;
por lo que cada experiencia requeria una nueva extraccion. En cada una de las
experiencias se extrajo alrededor de 1.5 L de zumo, de los cuales 1 L era destinado
para su procesamiento, tanto en el caso de SC-CO, + HPU, como para el tratamiento

térmico; y los 0.5 L restantes servian de control.

El zumo de pifa fue extraido de pifia natural (Ananas comosus L.) adquirida en un
mercado local y almacenada a 4 °C antes de ser utilizada. El zumo de pina fue
extraido empleando el mismo procedimiento expuesto anteriormente para la extraccion

de zumo de naranja.
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Fig. 3.5. Extractor de zumo Ultra Juicer

3.7. Procesamiento térmico

Para evaluar el efecto sobre los parametros de calidad y sobre la inactivacién de la
microbiota del zumo de naranja mediante la tecnologia térmica convencional, se
realizé un tratamiento con un pasteurizador (Fig. 3.6, Pasc Computer Controlled
Laboratory Pasteuriser, Edibon, Spain) a 90°C durante 1 minuto. Para ello, el zumo se
colocé en un tanque de alimentacién, donde fue impulsado por una bomba a un
intercambiador de calor, en el que se calentd rapidamente a la temperatura deseada,
trasladandose hasta el tubo de mantenimiento donde permanecié el tiempo de
procesado. Tras el tratamiento, el zumo se llevé de inmediato a un bafo de agua fria
(4°C).

Fig. 3.6. Pasteurizador (Pasc Computer Controlled Laboratory Pasteuriser, Edibon,

Spain)
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3.8. Analisis fisico-quimicos

3.8.1. pH

El pH de las muestras se midi6 a partir un medidor digital de pH (Fig. 3.7, Crison pH
25, Spain), el cual mide la diferencia de potencial establecida entre los electrodos y
que depende de la concentracion de hidrogeniones del medio que se analiza. Este
aparato es calibrado con soluciones tampoén comerciales de pH 4.1y pH 7.0.

Para su determinacion, la muestra se coloco en un vaso de precipitados de 50 mL a
temperatura ambiente con una barra de agitacion magnética, y se inserto el electrodo
de pH, registrando su valor tras la estabilizacion. Las mediciones de pH se realizaron

por triplicado para cada muestra.

Fig. 3.7. Medidor digital de pH.

3.8.2. °Brix

Para la determinacion de los grados Brix se emple6 un refractrometro digital (Fig
3.8, Digital Hand-held Pocket Refractometer, Atago, Japan), el cual registra la
desviacion experimentada por la luz polarizada al atravesar una disolucion. La lectura
realizada corresponde a los sélidos solubles presentes en la disolucion, de los cuales
mas del 80% de los mismos corresponden a azucares solubles. Las mediciones se
realizaron por triplicado y a temperatura ambiente, tomando el zumo con una pipeta de
plastico desechable, y colocando unas gotas en el prisma del refractémetro,
determinando directamente asi los valores de °Brix. El prisma del refractometro se
limpié con agua destilada antes y después de cada medida. La precisiéon y la
calibracion del refractometro se comprobaron mediante la determinacién del indice de
refraccion para el agua destilada (0.0). El resultado obtenido se expresa como °Brix (g

de solidos solubles/100 mL zumo).
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Fig. 3.8. Refractometro digital.

3.8.3. Acidez titulable

La acidez titulable determina el numero de protones recuperados durante la
medida con una base fuerte hasta un punto final especificado. Para ello, siguiendo con
la metodologia descrita por Kincal et al. (2006), se tomaron 5 mL de zumo en un
erlenmeyer de 250 mL y se anadieron 15 mL de agua destilada. Posteriormente, se
anadieron unas gotas de fenolftaleina como indicador, y se valor6 con NaOH 0.1 N
hasta que la solucion viré a rosa (punto final de la fenolftaleina; pH= 8.2 £ 0.1). Los
analisis se realizaron por triplicado y se expresaron como gramos de acido citrico por

cada 100 mL de zumo mediante la ecuacion 1.

NV,F

Acidez titulable (g acido/ 100 ml)= 100 (1)

2

donde:

N= normalidad del hidréxido sddico; F= miliequivalente (acido citrico= 0.064)
V= volumen de NaOH empleado en la titulacion; V,= volumen de muestra (ml

Zumo)

3.8.4. Nube
La nube del zumo de naranja se compone de una suspensién de particulas, las
cuales pueden precipitar dando lugar a la clarificacion del zumo o pérdida de nube,

afectando asi al sabor, color y sensacién en boca.
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Para evaluar la pérdida de nube producida tras el tratamiento, se centrifugaron
muestras de 1.5 mL de zumo de naranja en tubos eppendorf a 3600 rpm y 4°C durante
10 min. El valor de la nube se obtuvo a partir de la absorbancia del sobrenadante en
cubetas de acrilico de calidad o6ptica de 1.5 mL a 660 nm, utilizando un
espectrofotometro UV-visible (Fig. 3.9, Thermo Electron Corporation, Helios Gamma
Model, Unicam, Reino Unido) y agua destilada como blanco. Todas las mediciones se

realizaron por triplicado.

A partir del valor de la absorbancia obtenida, y mediante la ecuacién 2, se obtuvo el

porcentaje de cambio de nube:

valor final — valor nube inicial 2)

Porcentaje de nube = —
valor nube inicial

Fig. 3.9. Espectrofotometro UV-visible empleado para evaluar cambios en la nube.

3.8.5. Indice de pardeamiento

Mediante el indice de pardeamiento se evaluo el efecto del tratamiento sobre este
parametro en el zumo de naranja. Para ello, se centrifugaron muestras de 1.5 mL de
zumo de naranja en tubos eppendorf a 12600 rpm y 4 °C durante 10 min. El indice de
pardeamiento se obtuvo a partir de la absorbancia del sobrenadante en cubetas de
acrilico de 1.5 mL a 420 nm empleando un espectrofotometro UV-visible (Thermo
Electron Corporation, Helios Gamma Model, Unicam, Reino Unido) tras su filtrado
empleando un filtro para jeringa de 0.45 ym (Whatman, Alemania), y empleando agua

destilada como referencia. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
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3.8.6. Color

El color se midi6 a partir de un colorimetro (Spectrophotometer CM- 2500d, Konica
Minolta, Japan) basado en tres coordenadas de color (L *, a *, b *). El instrumento se
calibré antes de cada uso a partir de una referencia blanca y negra. Los valores de
color se expresaron como L * (brillo), a* (nivel de tono rojo) y b* (nivel de tono
amarillo).

La diferencia total de color (TCD) se determiné usando la ecuacion 3, que indica la
magnitud del cambio de color después del tratamiento.

TCD=[(L-Lo)*+(a-ap)*+(b-bo)’]" 3)

donde:

L*, a* y b* son las coordenadas de la muestra tras el tratamiento y Ly*, ap* y by* los
valores de las coordenadas antes del tratamiento. Las diferencias de color perceptibles
se califican analiticamente como muy grandes (TCD > 3), grandes (1.5 < TCD < 3) y

pequefias diferencias (TCD < 1.5).

Fig. 3.10. Colorimetro

3.8.7. Acido ascérbico

El contenido en acido ascorbico se determind por su accion reductora sobre el
colorante azul 2,6-diclorofenolindofenol (AOAC 967.21). En primer lugar, se prepard y
valoré el indicador 2,6-diclorofenolindofenol. Para su preparacion, se precisé una
disolucion de 50 mg indicador/100 mL de agua destilada y hervida a la que se le
afiadieron 2 mg de bicarbonato sddico; esta disolucion se filtré y almacend en
refrigeracion en frasco topacio. Por otra parte, para su valoracion, se vertieron en un
vaso de precipitados de 25 mL, 10 mL de la solucion patrén de acido ascorbico 250
ppm recién preparada (la cual se preparé disolviendo dicho patrén en acido

metafosférico al 5%), y se valord con el colorante hasta la aparicion de una coloracion

51



MATERIALES Y METODOS

ligeramente rosa que persistio al menos durante 30 segundos. De esta forma, se

obtuvo la concentracion del indicador.

Para la valoracion del contenido de acido ascorbico en el zumo se introdujeron en
un aforado de 50 mL, 10 mL de zumo, 5 mL de solucién acuosa de acido metafosforico
al 25% y se enraso con agua destilada y hervida. De esta disolucion, se tomaron 10
mL y se introdujeron en un vaso de precipitados de 25 mlL, dejando caer
posteriormente desde la bureta el indicador previamente valorado (de concentracion
conocida) hasta que la disolucion viré a rosa y el color persistio al menos durante 30

segundos. Las mediciones se realizaron por triplicado.

3.8.8. Capacidad antioxidante FRAP (Fluorescence recovery after photobleaching)

La capacidad antioxidante se determiné a partir del método descrito por Pulido et al.
(2000), con pequefias modificaciones. Con este método se determina la capacidad de
reduccion férrica que tiene una muestra. A pH bajo y en presencia de un reductor
(antioxidante), el complejo de tripiridiltriazina (TPTZ) con Fe (IlI) se reduce a la forma
ferrosa, desarrollando un intenso color azul con una absorcién maxima a 595 nm.

En cubetas de acrilico de 1.5 mL, se mezclaron 30 uL de agua destilada; 30 uL de
zumo (dilucion 1:25), patrén (Trolox) o blanco (agua destilada); y 900 uL del reactivo
FRAP (el cual se obtuvo a partir de 2.5 mL tampén acetato sédico anhidro 0.3 M pH
3.6; 2.5 mL FeCl; - 6 HO 20 milimolar y 2.5 mL TPTZ 10 Mm en HCI 40 mM).
Posteriormente, se agitaron todas las cubetas y se midié la absorbancia de las mismas
a 595 nm y a 37°C a los 30 minutos a partir de un espectrofotémetro UV-visible
(Thermo Electron Corporation, Helios Gamma Model, Unicam, Reino Unido). Para
obtener los resultados, se realizé una curva de calibrado de Trolox con puntos entre 50
y 750 uM, representando la concentracion del patrén frente a la absorbancia a los 30
minutos. De esta manera, el FRAP de una muestra a los 30 minutos se expresa como

concentracion equivalente de Trolox a los 30 minutos.

3.8.9. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos totales se determinaron por el método descrito por Gao
et al. (2000). El reactivo Folin Ciocalteu es una mezcla de acidos fosfowolframico y
fosfomolibdico de coloracion amarilla. Dichos compuestos se reducen al interaccionar
con los compuestos fendlicos, originando 6xidos de wolframio y molibdeno de color
azul que se pueden medir espectrofotométricamente a una absorbancia maxima de
765 nm. Para ello, se mezclaron en un tubo de ensayo, 100 uL de zumo (dilucién 1:3)

0 blanco (agua destilada) con 0.2 mL del reactivo Folin-Ciocalteu y 2 mL de agua
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destilada; incubando esta mezcla durante 3 minutos a temperatura ambiente. Tras la
incubacion, se afiadid al tubo 1 mL de carbonato de sodio al 20% y se midié
directamente la absorbancia en cubetas de acrilico de 4.5 mL a 765 nm en un
espectrofotémetro UV-visible (Thermo Electron Corporation, Helios Gamma Model,
Unicam, Reino Unido). La cuantificaciéon de los compuestos fendlicos se realizé con
respecto a una curva estandar de acido galico con puntos entre 110.4 y 552 ppm, y los
resultados se expresan como equivalentes de acido galico o miligramos de &acido

galico por 100 mL de zumo.
3.9. Estabilidad durante el almacenamiento

Para evaluar la vida util de las muestras tratadas mediante SC-CO,-HPU, y las
muestras sin tratar o control, especificamente en zumo de pifia, se realizé un estudio,
tanto microbiolégico como de vitamina C, durante 4 semanas de almacenamiento tras
el tratamiento de SC-CO,-HPU (presion 100 bar; temperatura 31 °C y tiempo de
residencia 3.06 y 4.6 min).

Para ello las muestras tratadas se envasaron en recipientes de plastico estériles de
60 mL y se guardaron en una nevera (Liebherr, Modelo GKv 5730, Barcelona, Espafa)
a 4 °C. Se tomd6 una muestra tratada y otra control a las 1, 2, 3 y 4 semanas de
almacenamiento, para realizar los analisis correspondientes. Los analisis
microbioldgicos y de vitamina C se realizaron siguiendo los procedimientos detallados
anteriormente. En el analisis microbioldgico se evalud la microbiota (E. coli, bacterias

mesofilas viables (MVC) y levaduras) presente en cada muestra.
3.10. Modelo estadistico

Se evaludé un modelo hibrido booleano-real con el fin de analizar el efecto de las

variables del proceso sobre la inactivaciéon de S. cerevisiae. El modelo fue una funcién
del tipo. f:4°x®—>®, donde A= [—1,1], B = {O 1} y ®, Es el campo positivo de
los numeros reales. Esto significa que las tres variables de proceso fueron codificadas

linealmente como:

xlzfil(TSoV) o xlzfll(TTor)1 x2=f2(T) y x3=f3(P) donde f,, f, v f; Son

funciones lineales, de manera que cada combinacion (x,,x,,x,)e 4; Y se utiliza una

variable booleana x4 € 8 para definir la aplicacion o no de los ultrasonidos. Las

variables codificadas se definieron mediante las Ecs. 4—6.
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Tg,py —2.667 . . D
x| = T € A para la salida del recipiente sonicacion (4a)
TToT — 6.133 )
Xy=——"———€A paralasalida del separador (4b)
3.033
T-36
X = e (5)
5
e P—-200 ca 6)
37 100

Donde los valores constantes en las ecuaciones 3-5 se calcularon de modo que

cualquier variable codificada debe estar en el intervalo de -1 a 1.

La variable booleana se definio como:

(7)

{ 0 para el proceso sin ultrasonid os
X, =
1

para el proceso con ultrasonid os

Con el fin de asegurar que la respuesta siempre fuera positiva, se definié como la Ec.
8.

y= —ln[]]\;[J ER, (8)

0

El modelo hibrido vino definido por la Ec. 9.

2
v =(Bo +70x4)+ (B + r1xa vy + (B + y2x4 )0y + (B3 +y3x4 Jx3 + (B + 71134 )i
+ (ﬁlz T VX, )xlxz + (:813 T V13X, )xlx3 + (1822 T V20X, )x22

+(Ba3 + 72354 0ax3 + (B33 + 73334 X3 (9)

Con el modelo hibrido propuesto es posible realizar una evaluacion estadistica del
efecto de los HPU a través de la significacion de los parametros (Neter & Wasserman,
1978).

El mismo modelo se ajustdé por separado a los dos conjuntos de resultados
experimentales: los datos de inactivacion para la salida del recipiente de sonicacion
(definidos en la Ec. 4a) y para la salida del recipiente de separacion (definidos en la
Ec. 4b).
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3.11. Analisis Estadistico

Mediante el software Statgraphics Centurion XVI, se realizaron ANOVAS
multifactoriales y pruebas Tuckey para evaluar el efecto de los tratamientos

empleados.
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CHAPTER 1

DESING CONSTRUCTION AND SET-UP OF THE
ULTRASOUND-ASSISTED SUPERCRITICAL CO;
CONTINUOUS FLOW SYSTEM

DISENO, CONSTRUCCION Y CONFIGURACION DEL
SISTEMA EN FLUJO CONTINUO DE CO,
SUPERCRITICO ASISTIDO POR ULTRASONIDOS
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Design construction and set-up of the ultrasound-assisted

supercritical CO, continuous flow system
1. Design and construction of the system

The first stage of the work consisted on the adaptation of a batch system (the
system has been descripted in section 3, Methodology and Methods) for the
inactivation of microorganisms by means of a combination of supercritical fluids (SC-
CO,) and ultrasound (HPU), existing in the ASPA group, for working in continuous
mode.

During this stage, the equipment was redesigned under the premise of using as
much the existing parts of the former plant as possible, while maintaining the safety
requirements needed for this kind of pressure installations. Moreover, the design took
into consideration the need to extend the contact time (residence time) between the
supercritical CO, and the product undergoing the continuous process treatment.
Accordingly, the purchased new material basically consisted of a Lewa high pressure
pump (Lewa, FC micro-metering pump, Germany), a support system for the pump and
the separation tank and the required ancillary elements (valves, elbows, pipes, etc.).

The installation step included the redistribution of all the elements in order to adapt
them to the new situation where more space was needed to add a separation tank and
a high pressure pump.

The equipment was modified as shown in Figures C.1.1 and C. 1.2.

5O
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Fig C.1.1. Supercritical CO, batch treatment system existing in the ASPA group
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17

Fig. C.1.2. Supercritical CO, continuous treatment system. 1. CO, tank; 2. N, tank; 3.
Chiller reservoir; 4. CO, Pump; 5. Liquid reservoir; 6. Liquid Pump; 7. Mixing point; 8.
Sonication vessel; 9. Sonotrode; 10. Insulation joint; 11. Ceramics; 12. Power
generation unit; 13. Thermostatic bath; 14. Holding contact tube; 15. Separation vessel;
16. Treated sample; 17. CO, Recirculation; 18. Sonication vessel output, 19.
Separation vessel output, V. valve; VS. non-return valve; VM. micrometric valve; P.

Manometer; T. temperature sensor.

As can be observed by comparing Figures C.1.1 and 2, different elements were
added to the new equipment: a tank for the liquid undergoing treatment (5), a liquid
metering pump (6), a holding tube (14), a separation tank (15) and a CO, recirculation
system (17). This was in addition to valves, pressure gauges and the connections
necessary to ensure the correct operation and safety of the equipment.

In the new system, the liquid to be treated was maintained in the liquid reservoir (1L
capacity) and pumped by the newly installed pump (6, Figure C.1.2). The liquid was
mixed in the mixing point (7, Figure C.1.2) and sent to the sonication vessel (8, Figure
C.1.2). In this vessel the liquid was treated with or without HPU. Subsequently the
liquid exited the sonication vessel and entered the holding tube (14, Figure C.1.2; 3
mm diameter and 733 cm length, volume of 52 mL) and, finally the liquid arrived to the
separation vessel (15, Fig. C.1.2; 2080 mL) where the CO, was separated from the
treated liquid (16, Figure C.1.2). The liquid was collected using the separation vessel
output (19, Figure C.1.2). More details on the operation procedure of the plant are

given in section 2.3 of this chapter.
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For illustration, in Figure C.1.3, pictures of the equipment are shown where each

element is numbered.

Fig. C.1.3. Pictures of the added elements in the supercritical CO, continuous
treatment system. 6. Liquid Pump; 14. Continuous contact tube; 15. Separation vessel,
17. CO, Recirculation; 19. Separation vessel output, V. valve; VM. micrometric valve;

P. Manometer.

After the continuous system was assembled, the liquid pump and the installation
were fixed in order to characterize its flow behavior under different pressure conditions.
The pump flow could be regulated through a metering screw from 0 to 15, though the
range of study was between 3.6- 15 to get a flow of distilled water from 5-50 mL/min.
Distilled water was pumped together with a constant flow of CO, (5 mL/min) to the
system, under different pressure, temperature and water/CO, flow ratios. The results

are show in Table C.1.1. The tests have shown that the device designed allowed to
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simultaneously pump and bring into contact the supercritical CO, and a liquid in

continuous mode.

Table C.1.1 Flow of treated liquid obtained at different pressures and pump
metering positions

Pump metering Pressure (bar) Flow distilled Flow Ratio
screw position water (mL/min) water/CO,
3.6 100 5 1
4.1 200 5 1
4.9 300 5 1
6.1 100 15 3
7.2 200 15 3
8 300 15 3
8 100 23 4.6
8.4 200 23 4.6
9.4 100 25 5
10.1 200 25 5
11 300 25 5
14.5 100 50 10
15 200 50 10

2. Set-up of the ultrasound-assisted supercritical CO, continuous flow system
2.1. Microbial preparation

The microbial strain used in the set-up of the new continuous system was S.
cerevisiae T73 (S. cerevisiae). It is a natural strain isolated from wine fermentation in

Alicante (Spain) (Querol et al., 1992), and it is commercialized as Lalvin T73

(Lallemand Inc., Montreal, Canada).
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2.2. Sample preparation and growing conditions

A single colony of S. cerevisiae T73 was inoculated in Yeast Peptone Dextrose
Broth (YPD Broth, Sigma-Aldrich, USA) and grown overnight at 30 °C, using an
incubation chamber (J.P. SELECTA, Model 3000957, Barcelona, Spain) and an orbital
shaker at 120 rpm (J.P. SELECTA, Rotabit Model 3000974, Barcelona, Spain). For
each experiment, a subculture was prepared by inoculating 100 pL of the starter in 100
mL of sterilized medium and incubated at 30 °C for 24 h to obtain cells in the stationary
phase. Growth curves were determined in advance by both plating and the

measurement of absorbance at 625 nm (data not shown).

2.3. Supercritical fluid processing

The volume of the liquid phase during the experiments in the sonication vessel was
40 mL. The holding tube, analog to a PFR, had a volume of 52 mL. The HPU system
(9-12, Fig. C.1.1.) has been patented (Benedito et al., 2011) in conjunction with the
inactivation procedure and consists of a high power piezoelectric transducer, an
insulation system and a power generator unit. The transducer (>1 W/cm?) was inserted
inside the inactivation vessel and included two commercial ring-shaped ceramics (11,
Fig. C.1.2; 35 mm external diameter; 12.5 mm internal diameter; 5 mm thickness;
resonance frequency of 30 kHz) and a sonotrode (9, Fig. C.1.2), which was specially
built to concentrate the highest amount of acoustic energy on the application point. The
transducer was powered with constant energy by the power generator unit (12, Fig.
C.1.2) during the SC-CO, process.

The SC-CO,-HPU processing applied to the liquid was as follows: first, liquid carbon
dioxide was supplied from the tank to the chiller reservoir (which stores it at -18 °C) to
the pump where it was compressed at the target pressure. To start processing, the
equipment was stabilized at the treatment pressure ( P ) and temperature (7 ) only with
SC-CO, at a constant flow rate of 5 mL/min. Thereafter, the ultrasound equipment was
connected, and once the process conditions (P, 7T ) were attained, the sample to be
treated was pumped to the mixing point (7, Fig.C.1.2) where it mixed with the SC-CO.,.
The mix went into the sonication vessel (8, Fig.C.1. 2), where the HPU was applied.
For the experiments with HPU, the power applied during the whole experiment was 40
W+5W (Il =250+ 10 mA; U= 220 + 5 V, measured with a Digital Power Meter,
Yokogawa, Model WT210) and the frequency 30.7 + 1.8 kHz. Pressure and

temperature were kept constant during the experiment. The mixture of liquid/SC-CO,
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exiting the treatment vessel went into the holding tube (14, Fig. C.1.2) and, finally, into
the separation vessel (15, Fig. C.1.2). Prior to each experiment, the different sections
of the equipment where the product flows through were cleaned and sanitized with
disinfectant solution (Delladet VS2, Diversey, Spain), and distilled and autoclaved

water.

2.4. Enumeration of viable microorganisms

The viability of S. cerevisiae in the samples was determined by the plate count
method before and after every treatment. Samples were serially diluted and 100 pL of
the appropriate dilutions were plated on Yeast Peptone Dextrose Agar (YPD Agar,
Sigma-Aldrich, USA) in triplicate. The plates were incubated at 30 °C for 24 h before
counting. The experimental results shown are the arithmetic mean and the standard
deviation of -log (N/Ny) for at least three plates, where Ny is the initial number of cells
in the control sample and N is the number of cells in the sample after the different

treatment times.

2.5. Inactivation tests using YPD broth as the treatment medium

To validate that the designed and built continuous equipment was capable of
inactivating microorganisms in a simple medium, S. cerevisiae (1x10’cfu/mL) was
inoculated in YPD Broth. Then the medium was treated with SC-CO, and SC-CO,-HPU
in the continuous flow system at 31 °C (at the lowest temperature necessary to bring
the CO; to the supercritical state), 2 pressures (100 and 200 bar) and 2 different flow
rates (5 and 50 mL/min). The pressure and temperature conditions were selected to
affect as the least the quality properties of the liquid undergoing the treatment. The

logarithmic reductions obtained after the different treatments are shown in Table C.1.2.
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Table C.1.2. Reduction (log (N/Ng)) of S. cerevisiae inoculated in YPD Broth
(1x10’cfu/mL) and treated with SC-CO, and SC-CO,-HPU in continuous mode at 31 °C
and constant flow of CO, (5 mL/min).

Sample flow rate Pressure SC-CO, SC-CO,-HPU
(mL/min) (bar) -log(N/No) -log(N/No)
5 100 NC NC
200 NC NC
50 100 0 4.56 + 0.055°
200 0 3.75+0.59°

NC: No count, without growth of microorganisms
Different letters within a column for the same flow rate indicate significant differences (p <0.05)

At a YPD broth flow rate of 5 mL/min, after the treatment with SC-CO, and SC-CO,-
HPU no growth of microorganisms was observed under any of the conditions studied.
Thus, the initial population was completely inactivated. When the YPD flow rate was
increased to 50 mL/min, after the SC-CO, treatment, the population of microorganisms
was not reduced at any pressure considered. However, when SC-CO, and HPU were
combined, the level of inactivation reached 4.56 + 0.055 and 3.75 + 0.59, at 100 and
200 bar, respectively. Therefore, no significant (p>0.05) effect was found for pressure,
being the flow of sample the only significant (p<0.05) factor in experiments conducted
on YPD broth. That means that the residence time is the main factor to account for.
The increase of the liquid flow results in a decrease of the treatment residence time

and consequently in the inactivation reached in the system.
2.6. Inactivation of S. cerevisiae using apple juice as the treatment medium

Inactivation was also analyzed by processing commercial apple juice (Apple juice,
Hacendado, Spain) to assess the inactivation capacity of the new system in a more
complex medium. The apple juice was inoculated with a cell concentration of 10’
cfu/mL. In a process similar to that used for YPD Broth, the juice was also submitted to
SC-CO, and SC-CO,-HPU, at pressures of 100 and 200 bar (31 °C). Based on the
results obtained for the YPD Broth, an intermediate flow rate of 23 mL/min was also

selected for the apple juice. The microbial inactivation results are show in Table C1.3.
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Table C.1.3. Reduction (log (N/Nog) of S. cerevisiae inoculated in apple juice
(1x107cfu/mL) and treated with SC-CO, and SC-CO,-HPU in continuous mode at 31 C
and constant flow of CO, (5 mL/min).

Sample flow Pressure SC-CO, SC-CO,-HPU
(mL/min) (bar) -log(N/No) -log(N/No)
5 100 NC NC
200 NC NC
23 100 1.47 £ 0.14%" 5.13 + 0.58%2
200 1.51 + 0.07 " 4.55+0.12°2
50 100 1.96 + 0.70°" 4.01+1.11%2
200 1.53 +0.03 2" 3.60 +0.16 *2

NC: No count, without growth of microorganisms
Different letters within a column for the same flow indicate significant differences (p <0.05)
Different numbers within a row for the same flow and pressure indicate significant differences (p <0.05)

At a flow rate of 5 mL/min, and after undergoing SC-CO, or SC-CO,-HPU treatment,
no growth of microorganisms was reported, being the initial population of S. cerevisiae

completely inactivated.

An average reduction of 1.5 log cycles with SC-CO, at a flow rate of 23 mL/min was
achieved for the apple juice, and no significant differences (p> 0.05) were observed
between 100 and 200 bar. When the SC-CO,-HPU treatment was employed the level
of inactivation reached 5.13 £ 0.58 and 4.55 + 0.12 log cycles, at 100 and 200 bar,
respectively, being the differences not significant (p> 0.05) between both pressures.
However, for 23 mL/min, the treatment of SC-CO,-HPU allowed a significant (p<0.05)
increase of microbial inactivation of approximately 3 log cycles, compared to

treatments using only SC-CO..

In the SC-CO, treatments, when the flow rate increased up to 50 mL/min, no
significant (p>0.05) effect on inactivation was found compared to the experiments at 23
mL/min. Moreover, no significant (p>0.05) effect was found for pressure, reaching an
average inactivation of 1.74 log cycles. When the SC-CO,-HPU treatment was applied,
the microbial reduction was 4.01 + 1.11 and 3.60 £ 0.16 log cycles, at 100 and 200 bar,
respectively. At 100 bar, the flow increase from 23 to 50 mL/min had no significant
effect (p>0.05) on inactivation; however, at 200 bar, the flow increase produced a
significant decrease (p<0.05) in the inactivation. At 50mL/min the application of HPU

also brought about a significant (p<0.05) increase in microbial inactivation.
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The mechanisms of inactivation associated with supercritical CO, involve the
dissolution of CO, in the medium, the reduction of pH, increased fluidity of the cell
membrane of microorganisms, penetration of CO, into cells and alteration of their
cellular balance, which results in their inactivation (Garcia-Gonzalez et al., 2007; Choi
et al., 2008; Damar et al., 2009). The contact between CO, and the cells is necessary
to observe the inactivation produced by the CO,. If the sample flow decreases, the
contact time will be longer. Therefore, an increase in the level of inactivation could be
expected. A more detailed explanation between the flow rate and the contact time
(residence time), will be given in Chapter 2 of the results and discussion section. In this
study, after the SC-CO, treatment, at 5 mL/min, a complete inactivation was achieved,
compared to 23 mL/min and 50 mL/min for which an average of 1.6 log cycles was

obtained and no significant differences were observed (p> 0.05) between both flows.

In SC-CO,; treatments, the agitation generated by the HPU allows a rapid saturation
of CO; in the medium and improves the contact between the CO, and the microbial cell
walls, which might accelerate the inactivation mechanisms (Ortufio et al., 20123,
2012b, 2013, 2014). As a result, in this study, when HPU was applied, the level of
inactivation increased significantly in all the treatments, compared to the treatments
with SC-CO, alone. In the experiments with a small flow rate of 5 mL/min, using only
SC-CO,, the residence time in the equipment was long enough to observe complete

inactivation and therefore, the application of HPU was not necessary.

3. Conclusions

The application of SC-CO,-HPU processes in continuous mode allows to obtain
acceptable inactivation levels. In this way, using mild temperature and pressure values,
the negative effects on the organoleptic and nutritional properties of the juice such as
flavor, odor, and vitamins could be avoided. These negative effects are common in
heat treatments, where temperatures much higher than those used in this study are

applied.
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Ultrasound-assisted supercritical CO, treatment in continuous

regime: application in S. cerevisiae inactivation
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Abstract

Laboratory continuous regime equipment was designed and built for supercritical CO,
microbial inactivation assisted by high power ultrasound (SC-CO,-HPU). Apple juice,
previously inoculated with 1-10x10” CFU/mL of Saccharomyces cerevisiae, was treated
in the equipment at different juice residence times (3.06-9.2 min), temperatures (31-41
°C) and pressures (100-300 bars). Inactivation ratios were fitted to a hybrid (boolean-
real) model in order to study the effect of the process variables. The maximum
inactivation achieved by the system was 7.8 log-cycles. The hybrid model
demonstrated that HPU has a significant effect on inactivation after shorter residence
times. A multi-objective optimization performed with the hybrid model showed that 6.8
log-cycles of inactivation could be obtained after a minimum residence time (3.1 min)
with HPU application, whereas under the same conditions but without HPU, the
inactivation would be 4.3 log-cycles. Therefore, the ultrasound assisted continuous
system has shown a great potential for microbial inactivation using SC-CO, under mild

process conditions.

Keywords: Non-thermal process; supercritical CO,; ultrasound; continuous regime;

Saccharomyces cerevisiae inactivation.
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1. Introduction

Non-thermal food preservation techniques, such as pulsed light (Ramos-Villarroel et
al., 2012; Maftei et al., 2014), ozone (Patil et al., 2010; Torlak, 2014), high hydrostatic
pressure (Buzrul, 2014; Baptista et al., 2015), pulsed electric fields (Boulaabaa et al.,
2014; Raso et al., 2014), ultrasound (Gabriel, 2014; Khandpur and Gogate, 2016) or
ultraviolet radiation (Baysal et al., 2013; Gabriel et al., 2015) have been developed in
response to an increasing consumer demand for natural, fresh food which is free from
chemical preservatives. These non-thermal technologies have demonstrated their
capacity to preserve nutrients and functionality in food, extending its shelf-life and
minimizing the changes in natural color, taste, flavor and texture. One of these
technologies, supercritical carbon dioxide (SC-CO,) processing, has been applied in
the inactivation of enzymes and both pathogen and spoilage microorganisms (Choi et
al., 2008). SC-CO; treatment involves food contact with SC-CO, for a certain period of

time in a batch, semi-batch or continuous equipment.

SC-CO, treatments have been applied to inactivate gram-negative bacteria, such as
Salmonella enterica serovar Typhimuriun, Escherichia coli or Yersinia enterocolitica,
and gram-positive bacteria or yeast, such as Listeria innocua, Listeria monocytogenes
or Saccharomyces cerevisiae (Bermudez- Aguirre and Corradini, 2012; Garcia-
Gonzalez et al., 2007). The studies dealing with inactivation techniques including SC-
CO,, have demonstrated that gram-positive cells are more resistant than gram-
negative ones owing to the fact that their cell wall is thicker (Villas-Boas et al., 2006).
Ortufio et al. (2012b, 2013) showed that when using SC-CO, under 225 bar and 36 °C,
50 min were necessary to reach a reduction of 7 log-cycles of E. coli, compared to the
150 min needed to reach a 3 log-cycle reduction for S. cerevisiae, under the same
process conditions. These results support the connection between the wall thickness
and the resistance to SC-CO, inactivation. In addition to the wall thickness, the cell wall
composition and the expression of stress-response genes, such as the heat shock
proteins, are factors that determine the resistance of microorganisms to the process
conditions (Ortufo et al., 2012a).

Most of the studies found in the literature use batch SC-CO, systems to inactivate
microorganisms in liquid media. In order to obtain the required lethality after shorter
processing times or when using a lower treatment intensity and to accelerate the CO,
inactivation mechanisms in batch systems, previous studies analyzed the advantages
of coupling SC-CO, with high power ultrasound (SC-CO,-HPU) for microbial
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inactivation purposes (Ortufio et al., 2012b, 2013; Spilimbergo et al., 2014). Ortuio et
al. (2012b) showed that the SC-CO,-HPU treatment drastically reduced the time
required for E. coli inactivation in LB broth with respect to SC-CO, processing; at 225
bar and 36 °C, an inactivation of 7 log-cycles was obtained in 2 min, instead of the 50
min required using only SC-CO.. In the case of S. cerevisiae inoculated in YPD broth,
Ortunio et al. (2013) showed that 7 log-cycles of inactivation were achieved after 2 min
of SC-CO,-HPU at 225 bar and 36 °C while no inactivation was reached using only SC-
CO,. Therefore, with this system (batch SC-CO,-HPU), an increase in the solubilization
rate of SC-CO; in the liquid is produced, as well as an enhancement in the mass
transfer of the SC-CO, into the microbial cells, due to the vigorous stirring produced by
the ultrasonic field. Also cavitation can damage the microbial cell walls causing the loss

of intracellular vital components.

In order to improve the efficiency of batch SC-CO, treatments, continuous systems
have been developed. Several authors have studied the effect of continuous SC-CO,
systems on the inactivation of different microorganisms (E. coli, Lactobacillus
plantarum, L. monocytogenes, aerobic plate count, S. enterica serovar Thyphimurium
and S. cerevisiae), using different mediums (orange juice, carrot juice, watermelon
juice, coconut water, beer) (Kincal et al., 2005; Gunes et al., 2005; Dagan and
Balaban, 2006; Damar et al., 2009; Fabroni et al., 2010; Zhenghui et al., 2011). These
authors concluded that continuous systems require much shorter inactivation times
compared with batch ones, due to the improvement in the CO, mass transfer produced
by the agitation, which permits both a quick saturation of CO, into the medium and the
acceleration of the inactivation mechanisms. However, no references have been found

in the literature combining a continuous SC-CO, system with the use of HPU.

Therefore, considering the effect of SC-CO,-HPU on the microbial inactivation and
the productivity increase of the continuous regime processes, continuous regime SC-
CO.,—HPU laboratory equipment was designed and built. The aim of this paper was to
study the effect of pressure, temperature and product residence time on yeast
inactivation using the continuous flow SC-CO,-HPU system constructed for this

application and to model and optimize the process operation.
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2. Materials and methods

2.1. Microbial preparation

The microbial strain used in this study was S. cerevisiae T73 (S. cerevisiae). It is a
natural strain isolated from wine fermentation in Alicante (Spain) (Querol et al., 1992),

and it is commercialized as Lalvin T73 (Lallemand Inc., Montreal, Canada).

2.2. Sample preparation and growth conditions

A single colony of S. cerevisiae T73 was inoculated in Yeast Peptone Dextrose
Broth (YPD Broth, Sigma-Aldrich, USA) and grown overnight at 30 °C, using an
incubation chamber (J.P. SELECTA, Model 3000957, Barcelona, Spain) and an orbital
shaker at 120 rpm (J.P. SELECTA, Rotabit Model 3000974, Barcelona, Spain). For
each experiment, a subculture was prepared by inoculating 100 pL from the starter in
100 mL of sterilized medium and incubated at 30 °C for 24 h to obtain cells in the
stationary phase. Growth curves were determined in advance by both plating and the
measurement of absorbance at 625 nm (data not shown). The culture was inoculated
in 1 L of pasteurized commercial apple juice (Apple juice, Hacendado, Spain), to a cell
concentration of 1-10x10” CFU/mL and then the juice was immediately subjected to the

treatment.

2.3. Supercritical fluid processing

A continuous SC-CO,-HPU equipment was designed as a continuous stirred tank
reactor (CSTR) in which the HPU probe was submerged in the liquid phase (product),
followed by a holding tube designed to increase the contact time between the product
and the SC-CO,, analog to a plug flow reactor (PFR). The plant also included a pump
for the CO, and another for the juice, a separation vessel and different auxiliary

elements depicted in Fig. C.2.1.

The volume of the liquid phase during the experiments in the sonication vessel was
40 mL. The holding tube, analog to a PFR, had a volume of 52 mL. The HPU system
(9-12, Fig. C.2.1) has been patented (Benedito et al., 2011) in conjunction with the
inactivation procedure and consists of a high power piezoelectric transducer, an
insulation system and a power generator unit. The transducer (>1 W/cm?) was inserted

inside the inactivation vessel and included two commercial ring-shaped ceramics (11,
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Fig. C.2.1; 35 mm external diameter; 12.5 mm internal diameter; 5 mm thickness;
resonance frequency of 30 kHz) and a sonotrode (9, Fig. C.2.1), which was specially
built to concentrate the highest amount of acoustic energy on the application point. The
sonotrode was powered with constant energy by the power generator unit (12, Fig.
C.2.1) during the SC-CO, process.

The SC-CO.-HPU process applied to the juice was as follows: first, liquid carbon
dioxide was supplied from the tank to the chiller reservoir (which stores it at =18 °C) to
the pump where it was compressed at the targeted pressure. For start-up, the
equipment was stabilized at the treatment pressure (P ) and temperature (7' ) only with
SC-CO, at a constant flow rate of 5 mL/min. Thereafter, the ultrasound equipment was
connected, and once the process conditions (P,7T) were fulfilled, the sample to be
treated was pumped to the mixing point (7, Fig.C.2.1) where it mixed with the SC-CO,.
The mixture went into the sonication vessel (8, Fig. C.2.1), where the HPU was
applied. For the experiments with HPU, the power applied during the whole experiment
was 40 W £ 5W (I =250 £ 10 mA; U= 220 + 5V, measured with a Digital Power Meter,
Yokogawa, Model WT210) and the frequency 30.7 + 1.8 kHz. Pressure and
temperature were kept constant during the experiment. The mixture of juice/SC-CO,
exiting the treatment vessel went into the holding tube (14, Fig. C.2.1) and, finally, into
the separation vessel (15, Fig. C.2.1). Prior to each experiment, the different sections
of the equipment which the product flows through were cleaned and sanitized with
disinfectant solution (Delladet VS2, Diversey, Spain), and distilled and autoclaved
water. For each process condition, 3 treated juice samples (3 mL) were extracted in
sterile plastic test tubes at different times (4 min time interval) through the sonication
vessel output (18, Fig. C.2.1) and another 3 samples through the separation vessel
output (19, Fig. C.2.1). The first sample was taken after 125 mL of juice was treated, to
ensure the steady state was reached. The microbial analyses were performed on the
three samples and averaged for each process condition. Sampling output tubes were

cleaned and disinfected with 3 mL ethanol (96%V/v) after every sample extraction.

2.4. Enumeration of viable microorganisms

The viability of S. cerevisiae in the samples was determined by the plate count
method before and after every treatment. Samples were serially diluted and 100 pL of
the appropriate dilutions were plated on Yeast Peptone Dextrose Agar (YPD Agar,
Sigma-Aldrich, USA) in triplicate. The plates were incubated at 30 °C for 24 h before

counting. The experimental results shown are the arithmetic mean and the standard

73



RESULTS AND DISCUSSION: CHAPTER 2

deviation of —log(N/No) for at least three plates, where Ny is the initial number of cells in

the control sample and N is the number of cells in the sample after the different

treatment times.
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Fig. C.2.1. Supercritical CO, continuous treatment system. 1. CO; tank; 2. N2 tank; 3.
Chiller reservoir; 4. CO, Pump; 5. Liquid reservoir; 6. Liquid Pump; 7. Mixing point; 8.
Sonication vessel; 9. Sonotrode; 10. Insulation joint; 11. Ceramics; 12. Power
generation unit; 13. Thermostatic bath; 14. Continuous contact tube; 15. Separation
vessel; 16. Treated sample; 17. CO, Recirculation; 18. Sonication vessel output, 19.
Separation vessel output, V. valve; VS. non-return valve; VM. micrometric valve; P.

Manometer; T. temperature sensor.

2.5. Experimental design

Four process variables were considered: pressure (P ), temperature (T ), juice flow
(g ) and type of treatment (with or without HPU); keeping the SC-CO, flow (qCO2 )

constant at 5 mL/min. Initially, the effect of juice flow and pressure was studied in a 3x3
complete factorial design at constant temperature. The product flow levels were 5, 15
and 25 mL/min and the pressures were 100, 200 and 300 bar; every treatment was
carried out at a temperature of 31 °C. In order to limit the SC-CO, consumption, the
ratio between the SC-CO; and juice flows was limited to 1. The effect of temperature
was studied from a 3x2x2 complete factorial design. The temperatures were 31, 36,
and 41 °C, the pressures 100 and 200 bar, and there were 15 and 25 mL/min of
product flow. All of the treatments were carried out with and without ultrasound and

were run in triplicate. Taking into account that the liquid phase volume in the sonication
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vessel (Vg,y ) was 40 mL and the holding tube volume (Vs,)-) 52 mL, two residence
time values were considered: the residence time in the sonication vessel (7g,; ) and

the total residence time (77,7 ). These values were calculated using Egs. (1) and (2).

V
Tsop =2 (1)
q+4co,
Vsev +Vsor
Trop = —oeV 750V 2
ToT a+dco, (2)

Applying Egs. (1) and (2) and considering the juice flow range (5-25 mL/min), the
residence time limits resulted in 1.333<7g,;y <4 and 3.0667 < 77,7 <9.2 minutes.

The experimental design is described in Table C.2.1.
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Table C.2.1.

Experimental design performed to analyze the effect of pressure, temperature, use of

ultrasound, residence time in the sonication vessel ( 7g,;- ) and the total residence time

(77,7 ) ONn S. cerevisiae inactivation.

P T Juice flow % Tror
(bar) (°C) (mL/min) (min) (min)
100 31 5 4 9.2
200 31 5 4 9.2
300 31 5 4 9.2
100 31 15 2 4.6
200 31 15 2 4.6
300 31 15 2 4.6
100 31 25 1.333 3.0667
200 31 25 1.333 3.0667
300 31 25 1.333 3.0667
100 36 15 2 4.6
200 36 15 2 4.6
100 36 15 2 4.6
200 36 15 2 4.6
100 41 25 1.333 3.0667
200 41 25 1.333 3.0667
100 41 25 1.333 3.0667
200 41 25 1.333 3.0667

All of the treatments were carried out with and without ultrasound and were run in

triplicate.
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2.6. Statistical modeling

A boolean-real hybrid model was assessed in order to analyze the effect of the
process variables on the S. cerevisiae inactivation. The model was a function of the
type f:jZl3 XB—> R, where 4= [— 1,1], @2{0 1} and R, is the positive field of real
numbers. This means that the three process variables were linearly codified as:
%, = fil(es,) or xi=fit(eror), x2 = f>(T) and x3 = £3(P) where f;, f, and f3
are linear functions, in such a way that each combination(x;,x,,x3)e 4; and a
boolean variable x4 € B is used to define the application or not of ultrasound. The

codified variables were defined in Egs. (3) — (5).

-2.
= M e A4 for the sonication vessel output (3a)
1.333
—6.133
— fToT — 2222 e A for the separation vessel output (3b)
3.033
T-36
Y=g € A (4)
P—-200
X3 = € 5
3 100 (5)

where the constant values in Egs. (3) — (5) were calculated so that any codified

variable must be in the range -1 to 1.

The boolean variable is defined as,

{0 for theprocces without ultrasound
X, =

1 for theprocces with ultrasound

In order to ensure that the response was always positive, it was defined as Eq. (7).

y= —log(]tf} ER. @

0
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Then, the hybrid model was defined by Eq. (8).

v =By +yox4)+(By + r1xa g +(Ba + 7234 gy +(B3 + 7354 Jx3 + (B + 71134 W

+ (1812 + V12X, )xlx2 + (ﬂn + V13X, )x1x3 + (1322 + V20X, )x22

+(Ba3 + 72354 px3 + (B33 + 73334 3 (8)

With the hybrid model proposed it is possible to perform a statistical evaluation of the

effect of HPU through the significance of the y parameters (Neter & Wasserman, 1978).

The same model was fit separately to the two sets of experimental results: the

inactivation data for the sonication vessel outlet (x; defined in Eq. (3a)) and for the

separation vessel outlet (x; defined in Eq. (3b)).

3. Results and Discussion

The continuous flow SC-CO,-HPU equipment was used for the evaluation of the
effect of pressure, temperature and residence time on S. cerevisiae inactivation, for the
experimental design and under the conditions described in sections 2.1-2.5. The effect
of the process variables on inactivation was quantified through Eq. (8) parameters. The
value of the parameters obtained for the two sets of experimental results (samples

extracted in the sonication vessel and in the separator) and their statistical significance

are listed in Table C.2.2. The fitted model had a determination coefficient (r2) of 0.92

for the sonication vessel and 0.88 for the separator and an estimated variance (S2 ) of
0.418 and 0.364 for the sonication and separator vessels, respectively. The general
behavior of the model with respect to residence time, pressure and operation mode
(with and without HPU) is plotted in Figs. C.2.2 and C.2.3, and the individual effects of

the process variables on the microbial inactivation are plotted in Figs. C.2.4-C.2.6.
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Table C.2. 2.

Parameters of the model (Equation (8)) used to describe the effect of pressure,

temperature, residence time and use of ultrasound on the inactivation of S. cerevisiae

using SC-CO,-HPU.

Parameter Sonication p Separator p
vessel vessel
Bo 3.891 <0.01 8.29 <0.01
B 2.956 <0.01 3.744 <0.01
B> 0.409 0.12 1.703 <0.01
53 0.916 <0.01 -0.2011 0.24
B 0.499 <0.01 -0.183 <0.01
P 0.622 0.05 1.582 <0.01
B3 1.155 <0.01 -0.423 <0.01
B> 0.069 0.67 -0.471 <0.01
B3 -0.373 0.02 -0.972 <0.01
B3 -0.484 <0.01 -0.621 <0.01
70 3.24 <0.01 -0.964 <0.01
7 -1.757 <0.01 -2.755 <0.01
7 -0.131 0.74 -1.012 0.01
73 -0.326 0.19 0.508 <0.01
711 -1.09 <0.01 0.263 0.37
7 -0.77 <0.01 -1.69 <0.01
713 -0.844 <0.01 0.395 0.02
720 -0.3825 <0.01 0.170 0.46
723 0.0119 0.95 0.980 <0.01
733 -0.1818 0.42 0.633 <0.01

p: probability that the parameter could be zero and therefore non-significant in the model.
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3.1. Effect of residence time and HPU

In Table 2, the significance probability of parameters By, Bi2, Bz, Li1s 71> N2

713 and y;; indicates that residence time and operation mode (with and without HPU)
are highly statistically significant in S. cerevisiae inactivation both in the sonication

vessel and in the separator. The significance of second order interactions ( 812, 71.--.)

and third order interactions (711,75, ...), complicates the interpretation of the effects.

Therefore, the graphical behavior of the model was plotted in Figs. C.2.2 and C.2.3.
The model relates four process variables with one response, so, in order to be plotted
in a 3D graph, it is necessary to fix two variables and plot the response as a function of

the remaining two process variables. Fig. C.2.2 plots the model behavior in the

sonication vessel at a fixed temperature of 31 °C (x, =—1) and for the two possibilities

of the boolean variable: without ultrasound (x4 =0) and with ultrasound (x4 =1). Fig.

C.2.3 shows the same information for the separator. Figs. C.2.4-C.2.6 show Eq. (8)
behavior in 2D projections and compare the fitted behavior with the experimental
results under several process conditions. Fig. C.2.4 plots Eq. (8) at a constant pressure
and temperature (300 bar and 31 °C), whereas Eq. (8) at a constant pressure and flow
is plotted in Figs. C.2.5 (100 bar and 15 mL/min) and 6 (200 bar and 15 mL/min).
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Fig.C.2.2. Modeled

Effect of juice flow (x1) and pressure (x3). a) with ultrasound; b) without ultrasound.
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From Fig. C.2.2 and C.2.3 they;, 712, 713, 11 values and their significance, it can

be concluded that there is a significant effect (p<0.01) of HPU on microbial inactivation.
In particular, compared to treatments without US, HPU increases the inactivation of S.
cerevisiae in the sonication and separation vessels by an average of 1.5 log-cycles and
2 log-cycles, respectively. The effect of HPU may be attributed to the enhancement of
CO, mass transfer into the juice that accelerates the pH decrease in the liquid phase
and the extraction of components such as phospholipids and hydrophobic compounds,
from S. cerevisiae cells. Another possible mechanism is the cavitation produced by
HPU in the liquid phase (Gogate et al., 2011). Cavitation refers to the formation,
growth, and implosion of tiny bubbles of CO, or water vapor in a liquid when
ultrasounds travels through it. Cavitation has been proven to cause cracked or
damaged cell walls, which enhances the penetration of SC-CO, inside the cells,
changing the cellular equilibrium and facilitating the extraction of intracellular
compounds, thus accelerating the death of the microbial cells. Ortufio et al. (2014)
observed that after the SC-CO, - HPU treatment, the cell wall and cell membrane were
totally disrupted, thus easing the disintegration of the cytoplasm and the inactivation of
cells. The damage caused by the treatment was serious enough to prevent a possible
regrowth of cells. Another effect of HPU is the increase in the internal cell component
mass transfer and interfacial turbulence, accelerating the inactivation effect of CO,
(Gao et al., 2009).

Table C.2.2 ﬂ() value parameters and their significance indicate that there exists a

maximum inactivation difference of 4 log-cycles in the separator with respect to the
reactor. This difference shows that, although some inactivation is obtained in the
sonication vessel, the holding tube as analog of a PFR complements the inactivation,
providing enough contact time between the SC-CO, and the microbial cells for the
microbial inactivation to be completed. In this regard, the SC-CO, dissolved into the
juice in the holding tube penetrates the damaged cells and completes the inactivation

mechanisms, leading to the maximum microbial death.

Figs. C.2.4a and b show that, regardless of the use of HPU, inactivation increases at
the longest residence times. The effect of ultrasound is dependent on the total
residence time. At the shortest residence times, the HPU intensification can be clearly
observed (Figs. C.2.4a and b) and greater inactivation levels are obtained compared
with treatments which only use SC-CO,. For example, at 9.2 min an inactivation of

around 8 log-cycles of S. cerevisiae was obtained regardless of whether HPU was
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used or not; however, at 3.06 min, 4.2 log-cycles were obtained without HPU and 5 log-
cycles with HPU (Fig. C.2.4b). The results relating the microbial inactivation to the
residence time in the sonication vessel (Fig. C.2.3a) are consistent with Ortufio et al.
(2013). These authors reported an average inactivation of 5 log-cycles of S. cerevisiae
(in YPD Broth) in 1.3 min and 7 log-cycles in 2 min, for a SC-CO,-HPU batch treatment
at different pressures (100, 225, 290 and 350 bar) and temperatures (31, 36 and 41
°C). However, using a batch SC-CO, (without HPU) system, Ortufio et al. (2013)
reported an inactivation of S. cerevisiae in YPD Broth of less than 1 log-cycle after 50
min of contact time at 225 bar and 31-41 °C. Therefore, considering the inactivation
obtained in the present study (8 log-cycles at 9.2 min total residence time) without
HPU, the continuous SC-CO, treatment system allows a better mixing of CO, in the
juice and hence a greater dissolution and penetration into the microbial cells due to the

fluid flow compared with batch treatments (Gunes et al., 2005; Shimoda et al., 1998).
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Fig. C.2.4. Effect of juice residence time on S. cerevisiae inactivation ( y = —log[Nj)
0

at 300 bar and 31 °C. Experimental data: SC-CO, (O) and SC-CO,-HPU (x). Modeled

(Eq. (8); continuous line). a) Sonication vessel; b) separator.

85



RESULTS AND DISCUSSION: CHAPTER 2

8
7 -
With ultrasound % X
6 .
5 _
X X

y 4 1
3 4
24 O o]
1 A .

Without ultrasound
0 L] L] L] L] 1
30 32 34 36 38 40 42
T(°C
g 0)

9
3 With ultrasound
7
6 "
5 .

v
4 - Without ultrasound
3 .

o
2 .
1 .
0 T T T T T
30 32 34 36 38 40 42
b T (°C)

Fig. C.2.5. Effect of temperature on S. cerevisiae inactivation ( y :—log(]]vvJ) at

0

100 bar and 15 mL/min (4.6 min residence time). Experimental data: SC-CO, (O)
and SC-CO,-HPU (x). Modeled (Eq. (8); continuous line). a) Sonication vessel; b)

separator
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3.2. Effect of pressure

The significance probability of Table C.2.2 ﬂg, ﬂlg, ﬂzg, ﬂ33 and /3 parameters

indicates that pressure and its interaction with the operation mode are statistically
significant as regards S. cerevisiae inactivation both in the sonication vessel and the
separator. The generalized behavior of the pressure effect can be appreciated in Figs.
C.2.2 and C.2.3. It can be observed that the pressure effect is dependent on the other

process variables. For example, the pressure effect is almost negligible at 1.33 min
residence time (x; =—1) without ultrasound in the sonication vessel (Fig. C.2.2b); and
reaches a maximum, with a difference of 4.3 log-cycles of inactivation between 300

and 100 bars, at 4 min (x, = 1) without HPU in the sonication vessel (Fig C.2.2b).

Several authors have previously studied S. cerevisiae inactivation. Spilimbergo and
Mantoan (2005) and Erkmen (2003) concluded that the pressure increase had a
positive effect on the inactivation treatment. CO, can diffuse into the cellular membrane
and accumulate within the cells, since the plasmic membrane of a microbial cell
consists of a lipid bilayer structure. At higher pressures, the amount of dissolved CO,
increases and, therefore, a large number of CO, molecules can cross through the cell
membrane and lower the internal pH enough to exceed the buffering capacity of the
cytoplasmic content. The lowering of pH inside the cells might cause the inhibition
and/or inactivation of key enzymes essential for metabolic and regulating processes,
such as glycolysis, amino acids and peptide transport, the active transport of ions and

proton translocation (Spilimbergo and Bertucco, 2003).

3.3. Effect of temperature

The significance of Table 2 £, and ﬁ23 parameters for the sonication vessel

indicates that temperature has a significant effect on S. cerevisiae inactivation.
However, no interaction was found between temperature and the use of HPU in the

sonication vessel, which can be observed in Figs.C.2.4a and C.2.6a, where, although
the application of HPU increases the inactivation by 3.7 log-cycles (quantified in 7|
parameter), the slopes of both model lines are almost the same. On the contrary, in the

separator, the significance of 5,, >, B, Pora, 712 and Y,; parameters indicates

as regards S. cerevisiae inactivation, as can be observed in Fig. C.2.5b. For example,
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at 100 bar and 4.6 min of total residence time with ultrasound, in the separator vessel,
a maximum inactivation difference of 1 log-cycle can be obtained at the highest
temperature used (41 °C) with respect to the lowest one (31 °C), which indicates that

the effect of temperature, although significant, is moderate.

Ortuno et al. (2013) studied the influence of HPU on S. cerevisiae inactivation
kinetics using a batch SC-CO, system. These authors found a similar, moderate effect
of temperatures between 31 and 41 °C on the microbial inactivation. The temperature
effect is explained by the decrease in the medium’s viscosity at higher temperatures,
which causes an increase in the SC-CO, diffusivity, facilitating the penetration of SC-
CO; into the cells and causing the extraction of essential substances from cells or
membranes, cytoplasmic membranes and disorders in the organelles, and therefore,

the disruption of the biological system in the cell (Shimoda et al., 1998).

88



RESULTS AND DISCUSSION: CHAPTER 2

3
7 -
% X X
61 X X
With ultrasound
5 -
]»‘ 4 T
3 A Q
o) S
2 - o (@)
(@)
I A .
Without ultrasound
0 T T T T T
30 32 34 36 38 40 42
a T(°C)
9
With ultrasound
8 4
X
7
64 =R o
J/'
5 Without ultrasound
4
3 .
2 T T T T T
30 32 34 36 38 40 42
T7(°C
b °O)

Fig.C.2.6. Effect of temperature on S. cerevisiae in activation ( y = —log(;\\/]J) at 200

0
bar and 15mL/min (4.6 min residence time). Experimental data: SC-CO, (O) and
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3.4. Process optimization

As can be observed in the significance of the second and third order interaction
parameters (Table C.2.2), it is evident that the effect of process variables has strong
interactions. However, the fitted descriptive model (Eq. (8)) can be used to find the
maximum potential of the proposed process. In order to increase the process
productivity, the maximum potential of the process would be given by the minimum
residence time that could be handled (maximum product flow), ensuring the desired
number of log-cycles reduction. For the sonication vessel, Eq. (8) was considered for
the optimization in order to show the actual potential of HPU however, the inactivation
level reached in the separator was also calculated. Accordingly, a multi-objective
optimization problem of two competitive variables (residence time vs microbial
reduction) was formulated. The problem, solved as detailed in Carrillo-Ahumada et al.

(2011), was formulated as follows:

Problem 1,

Min TSoV
Subject to yg,, > ¢

and 1.333<7g,y <4, 31<7T<41,100< P<300, 0<x4 <1

Where ¢ is the required number of log-cycles reduction. The optimization problem was

solved, applying the Box-Ruiz-Rodriguez-Garcia constraint optimization algorithm

(Ruiz-Lopez et al., 2006), at different values of ¢ in order to obtain the maximum flows

that could be achieved for microbial reductions ranging from 5 to 7 log-cycles. The

optimum results are listed in Table C.2.3 with superscript 1, 2 and 3. The results
indicate that when optimization problem 1 was solved for¢ =5, the competitive
behavior between residence time vs microbial reduction was lost. This can be observed
by the fact that the optimum was found in y =5.5. Therefore, the maximum inactivation

that can be obtained at 1.35 min or less of sonication vessel residence time, was

sought by the following optimization problem,
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Problem 2,
Max f(zs,p, T, P, x4)
Subjectto1.33 < 7g,y <1.35, 31<7T <41, 100< P<300, 0< x4 <1

The result of optimization problem 2 is listed in Table C.2.3 with superscript 4. The

microbial reduction obtained in the sonication vessel at optimum zg,;-, ' and P for

problems 1 and 2, but with x4 =0 (without HPU), is also listed in Table C.2.3. The

effect of HPU in the sonication vessel is clearly evident from the inactivation differences
of 3.8, 4.1, and 4.2 log-cycles when HPU is used and when it is not (Table C.2.3). The
different inactivation parameters predicted by the optimization problems in the
sonication vessel were used to calculate the inactivation in the separator (Table C.2.3).
As expected, an increase of inactivation (avg. 1 log-cycles with HPU and 3.3 without
HPU) with respect to the sonication vessel is obtained due to the longer residence time
provided by the holding tube. The HPU effect in the separator vessel can be
appreciated by the fact that, for the problem 2 optimum (subscript 4), there is a
difference of 2.5 log cycles reduction when HPU is used and when not. The model
developed was used to find the optimum working conditions by maximizing the flow;
however, it could also be used for minimizing the process temperatures to increase the

product quality.
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Table C.2.3.
Optimization results in the sonication (ysoy) and separation vessels (ysev), calculated to

minimize the residence time (problem 1) and to maximize the microbial inactivation

(problem 2).

TSoV q Tror (min) T (°C) Pbar) x4 Ysor YSeV
(min) (mL/min)

2.40 11.7 5.52 37.6 231.1 1 7.0 7.4
2.40 11.7 5.52 37.6 231.1 0 3.5 7.4
1.66 19.1 3.82 37.4 219.3 1 6.0° 6.9
1.66 19.1 3.82 37.4 219.3 0 1.9 54
1.35 24.6 3.10 39.0 216.7 1 5.5 6.9
1.35 24.6 3.10 39.0 216.7 0 1.3 4.2
1.35 24.6 3.10 39.4 2034 1 5.5 6.8
1.35 24.6 3.10 39.4 203.4 0 1.3 4.3

Superscript 1-3: Optimization results obtained after minimizing the residence time and ensuring a given microbial

inactivation (¢ ), 1: ¢ >7 ;2 ¢ > 6; 3: ¢ >5. Superscript 4: Optimization results obtained after maximizing the
microbial inactivation constrained by 1.33< Tsoy < 1.35 as constriction. For all the operating conditions that

optimize the criteria (Superscript 1-4) in the row bellow, the corresponding inactivation without HPU (x4 = 0) is

calculated

4, Conclusions

The designed and built continuous regime SC-CO,-HPU plant demonstrated a high
capacity to inactivate (>7 log-cycles) S. cerevisiae in apple juice. The results allowed
the quantification of the effect of the process variables through the development of a
hybrid real-boolean model that described the effect of real variables (residence time,
temperature and pressure) and the discrete variable (application or not of HPU). Multi-
objective optimal problems were developed in order to calculate the minimum
residence time that can be handled to reach different minimum inactivation levels. The
optimization results showed that the system can achieve an inactivation of 6.8 log-
cycles in 3.1 min of total residence time when HPU was applied, instead of 4.3 log-
cycles (under the same conditions) without HPU, which shows how important the

influence of HPU is on SC-CO, inactivation.
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Abstract

The feasibility of using supercritical CO, assisted by ultrasound (SC-CO,-HPU)
in continuous mode for the non-thermal pasteurization of orange juice was evaluated.
The proposed technology was effective for microbial inactivation; the effectiveness
was dependent on the microbial wall thickness. Results showed that the SC-CO,-HPU
treatment brought about small changes in pH, °Brix and titrable acidity of the juice.
Furthermore, although SC-CO,-HPU technology provided a higher browning index
(211%) and greater changes in color, it was possible to improve the cloud of juice by
173%, and also the reduction of phenolic compounds (6.5%) and ascorbic acid (5.5%)
was lower compared to the thermally pasteurized juice (10 % decrease for both
parameters). Moreover, the antioxidant capacity could be increased (12%) with respect
to the natural juice. Therefore, SC-CO,-HPU technology is effective for microbial
pasteurization and uses mild process conditions, which could lead to an increase in the

quality of the treated juices.
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Industrial relevance

The demand for high quality processed foods which preserve their natural and fresh
like characteristics has awakened a growing interest in non-thermal technologies. The
ultrasound assisted SC-CO, continuous system is an innovative non thermal
technology that could represent a development in the emerging technologies area. This
technology allows obtaining high quality products by preserving their natural bioactive
compound content while maintaining their fresh like organoleptic characteristics. In fact,
worldwide food experts working in the academia, industry or governmental agencies
foresee that non-thermal emerging technologies, will be among the most impactful
novel food processing technologies for the next decade in terms of product

commercialization.

Keywords: Non-thermal process, supercritical CO,, ultrasound, continuous regime,
orange juice
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1. Introduction

In recent years, while fresh citrus consumption has decreased in developed
countries, processed fruit juices consumption has increased (Tiwari et al., 2009a).
Worldwide, orange juice is a very popular product due to its high nutritional value, its
bioactive components such as phenolic compounds, vitamin C and carotenoids and its

sensory characteristics (Ortufio et al., 2014).

Despite its low pH, this juice needs to be processed because it has a limited stability
due to microbial growth and enzyme activity, which can cause unpleasant organoleptic
changes or degradation of compounds during storage (Ferrentino et al., 2009; Fabroni
et al., 2010; Liu et al, 2010; Zinoviadou et al, 2015; Khandpur, & Gogate, 2016).

Although thermal pasteurization remains the most used method for the juices
preservation, interest for developing alternative techniques is growing. The new
techniques are expected to minimize changes in nutritional and organoleptic
characteristics of food, obtaining fresher and richer juices than traditional thermal
technology. Two such techniques are high hydrostatic pressure (HHP) and pulsed
electric fields (PEF), which result in better quality retention and adequate shelf life;
however, they can’t inactivate adequately enzymes such as PME to result in a shelf-
stable juice, unless they are combined with elevated temperatures. In addition, these
new technologies involve high investment and operational costs, which is an important
obstacle for their industrial application (Tiwari et al, 2009b; Niu et al, 2010; Vervoort et
al., 2011; Ozuna et al., 2015). Currently, HHP processing consists of batch processes,

which limits its use because of its low processing capacity (Damar & Balaban, 2006).

For processing of large volumes of liquid food such as orange juice, it is more
desirable a continuous preservation process. This objective can be attained by
applying supercritical fluids, a non-thermal preservation technique in which both CO,
and the product are pumped through the system by high-pressure pumps, mixed and

maintained in contact for a period of time (Fabroni et al., 2010; Paniagua et al., 2016).

Supercritical CO, (SC-CO,) has a density close to liquids, as well as gas properties
like high diffusivity and low viscosity; and therefore excellent transport properties.
Furthermore, these properties can be controlled by temperature and pressure changes
(Calix et al., 2008; Niu et al, 2010.; Wimmer & Zarevucka, 2010). Supercritical CO, is
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considered an excellent alternative to solvents because of its non-toxic and non-
flammable nature, and its relatively low critical pressure and temperature (7.36 MPa,
31.0 °C). Moreover, the SC-CO; has a lethal effect on bacteria. This effect is directly
proportional to the applied pressure, time and temperature. SC-CO, acts as follows:
first, solubilization occurs in the external liquid phase, causing the carbonic acid
formation (which dissociates into bicarbonate and hydrogen ion); therefore, it increases
cell membrane fluidity and permeability, increasing the diffusion of CO, into the cell and
causing a decrease in intracellular pH. Thus, inactivation/inhibition of key cellular
metabolic enzymes for microorganisms occurs. As a result, a disorder of electrolyte
balance of intracellular constituents is produced and vital constituents of cells and cell
membranes are extracted (Kincal et al., 2005; Garcia Gonzalez et al., 2007; Fabroni et
al., 2010; Ortufio et al., 2013; Paniagua et al., 2016).

Despite all the aforementioned advantages of SC-CO, inactivation, even in the
continuous systems, long treatment times, and high pressures and temperatures are
required to ensure safety and stability of food, which limits the efficiency of the
inactivation process, compromises the food quality and increases processing cost. In
this sense, there is growing interest in process intensification, with simultaneous
application of different non-thermal technologies, seeking for synergistic effects. One of
the techniques that synergistically improves the inactivation mechanisms of SC-CO; is
the high power ultrasounds (HPU), which accelerates and improves heat and mass

transfer processes (Ortufio et al., 2013, 2014; Paniagua et al., 2016).

When high power ultrasound propagates in a liquid, cavitation bubbles are
generated due to pressure changes. These microbubbles collapse violently in the
succeeding compression cycles of a propagated sonic wave. This results in localized
high temperatures, pressures, and large shearing effects. Consequently, the intense
local energy and high pressure bring about a localized pasteurization effect (without
causing significant temperature increases, while reducing processing time and energy
consumption) (Tiwari et al., 2008a, 2009; Abid et al., 2013). Therefore, with
SC-CO,-HPU, an increase of the solubilization rate of SC-CO, in the liquid is produced,
as well as an increase in mass transfer due to the vigorous stirring produced by the
ultrasonic field. Thereby, quick saturation of CO; in the medium, and the intensification
of the inactivation mechanisms are attained. Furthermore, cavitation and agitation
produced by the HPU cause cell wall damages, increasing the SC-CO, penetration, the

intracellular compounds extraction, and the death of microbial cells. In addition,
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thermal, chemical and mechanical effects induced by HPU cavitation contribute to

enzyme inactivation (Tiwari et al., 2008a).

Ortuno et al. (2012) reported that by using a batch-mode SC-CO, at 350 bar and 36
°C for 25 min, a reduction of 1 log-cycle of Escherichia coli DH1 (E. coli) was obtained
in orange juice. However, Kincal et al. (2005) reported that a continuous SC-CO,
treatment (210 bars, 34.5 °C, 10 min residence time) caused at least a 5 log-cycle
reduction of pathogens (E. coli O157: H7, Salmonella typhimurium and Listeria
monocytogenes). Consequently, it can expected that batch-mode equipment requires a
much longer inactivation time compared to continuous SC-CO, systems. There are a
few studies of batch-mode SC-CO, intensified using ultrasound (SC-CO,-HPU); two of
them prove complete inactivation of E.coli and S.cerevisiae population in orange juice
after 1.5 min (225 bar, 36 °C) and 5 min (350 bar, 36 °C) of treatment, respectively
(Ortufio et al., 2012, 2013). In order to improve the efficiency of batch SC-CO,
treatments, a continuous system was developed by Paniagua et al. (2016) who studied
the inactivation of S. cerevisiae in apple juice, using the continuous flow SC-CO,-HPU
at different juice residence times (3.06-9.2 min), temperatures (31-41 °C) and
pressures (100-300 bars). The results demonstrated that the maximum inactivation
achieved by the system was 7.8 log-cycles. However there is no study in the literature
covering either the use of this continuous technique (SC-CO,-HPU) for other types of
juices neither the effect of the process on the product quality. Therefore, the aim of this
study was to determine the effect of SC-CO,-HPU treatment in continuous regime on

both the inactivation of the microbiota and the quality attributes of orange juice.

2. Materials and methods

2.1. Orange juice

Valencia Navel oranges (Citrus sinensis) were purchased from a local market and
kept at 4 °C for 2 days until juice extraction. Orange juice was obtained by washing,
peeling and extracting the fruit juice (Ultra Juicer, Robot Coupe J80, USA). Juice
extraction took place just prior to the treatment application; consequently, an extraction
was required for each experiment. Each experiment required about 1.5 L of juice, 1 L
was used for processing (SC-CO,-HPU and thermal pasteurization), and 0.5 L served

as control.
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2.2. SC-CO,-HPU processing

Laboratory continuous regime equipment was designed and built for supercritical
CO, assisted by high power ultrasound (SC-CO,-HPU) (Figure C.3.1) (Paniagua et al.,
2016).

The SC-CO,-HPU process applied to the juice was as follows: first, liquid carbon
dioxide was supplied from the tank to the chiller reservoir in which it was compressed
to 200 bar by means of the injection of gaseous N,. The liquid CO, was supplied from
the bottom of the chiller reservoir (which stores it at -18 °C) to the pump where it was

compressed at the target pressure. The equipment was stabilized at the treatment

pressure (P) and temperature (1') by flowing SC-CO, at a constant flow rate of 5

mL/min. Thereafter, the ultrasound equipment was connected, and once the process

conditions (P ,T') were attained, the sample to be treated was pumped to the mixing
point (7, Fig.C.3.1) where it mixed with the SC-CO,. The mixture went into the
sonication vessel (8, Fig. C.3.1), where the HPU was applied. For the experiments with
HPU, the power applied during the whole experiment was 40 W15W (1=250 +10mA;
U=220 +5 V, measured with a Digital Power Meter, Yokogawa, Model WT210).
Pressure and temperature were kept constant during the experiment. The mixture of
juice/SC-CO, exiting the sonication vessel went into the holding tube (14, Fig. C.3.1)
and, finally, into the separation vessel (15, Fig. C.3.1), where it was depressurized and
the CO, separated from the juice and recirculated to the reservoir (3, Fig. C.3.1). Prior
to each experiment, the different sections of the equipment where the product flows
through were cleaned and sanitized with disinfectant solution (Delladet VS2, Diversey,
Spain) and distilled and autoclaved water. To determine the effect of temperature on
the quality parameters and inactivation of the microbiota of orange juice, samples (0.5
L) were treated by = SC-CO,-HPU in a continuous system at 100 bar and different
temperatures (31, 36 and 41 °C). The flow rate of juice was 25 mL/min and the
residence time 3.06 min. The process conditions were selected from previous
experiments in order to attain adequate inactivation levels. All experiments were run in

triplicate.
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Fig. C.3.1. Supercritical CO, continuous treatment system. 1. CO, tank; 2. N2 tank; 3.
Chiller reservoir; 4. CO, Pump; 5. Liquid reservoir; 6. Liquid Pump; 7. Mixing point; 8.
Sonication vessel; 9. Sonotrode; 10. Insulation joint; 11. Ceramics; 12. Power
generation unit; 13. Thermostatic bath; 14. Holding tube; 15. Separation vessel; 16.
Treated sample; 17. CO, Recirculation; 18. Sonication vessel output, 19. Separation
vessel output, V. valve; VS. non-return valve; VM. micrometric valve; P. Manometer; T.

temperature sensor.

2.3. Heat treatment

To evaluate the effect of conventional thermal treatment on quality parameters and
microbiota inactivation of orange juice, the juice was pasteurized (PASC Computer
Controlled Laboratory pasteurizer, EDIBON, Spain) at 90 °C for 1 minute. For this
purpose, the juice was placed in a feed tank, driven by a pump to a plate heat
exchanger, rapidly heated to the desired temperature and taken to the holding tube
where it remained the processing time. After the treatment time the juice was cooled
rapidly in a water bath (4 °C). Thus, it was possible to compare the SC-CO,-HPU

processing results (quality and microbiology) with those of conventional heat treatment.
2.4. Microbiota analysis

The viability of E. coli, total aerobic mesophilic and S. cerevisiae in the orange juice
samples was determined by the plate count method to evaluate the effect of both

treatments (SC-CO,-HPU in continuous system and thermal pasteurization) on the
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microbiota of orange juice. Each sample was serially diluted with sterilized distilled
water. 100 pL of the appropriate dilution (10" and 10) were plated in triplicate on LB
Agar, PCA Agar or YPD Agar plates and incubated for 24 h at 37 °C, 35 °C or 30 °C,
for E. coli, total aerobic mesophilic or S. cerevisiae, respectively, before counting.
Results were expressed as -log(N/Ng), where Ny is the initial number of cells in the
control sample and N is the number of cells in the sample after the different treatments.

But in the case of total inactivation the results were expressed as log(No).

2.5. Physico-chemical analysis of orange juice

2.5.1.pH and °BRIX
The pH of treated and untreated orange juice samples was measured using a digital
pH-meter (pH Crison 25, Spain). Samples were measured in triplicate at room

temperature.

Soluble solids were measured using a refractometer (Pocket Digital Refractometer

Hand-held, Atago, Japan). Measurements were run in triplicate at room temperature.

2.5.2.Titratable acidity
Titratable acidity was measured using the method described by Kincal et al. (2006),
using NaOH 0.1 N. Results were obtained in triplicate and expressed as grams of citric

acid per 100 mL of juice.

2.5.3.Phenolic compounds

Total phenolic compounds were determined by the method described by Gao et al.
(2000) applying 1:3 dilution factor of the samples. The quantification of the phenolic
compounds with respect to a standard curve of gallic acid with concentrations between
110.4 and 552 ppm was performed. Results were expressed as ppm equivalent of

gallic acid.

2.5.4. Antioxidant capacity (FRAP)

Antioxidant capacity was assessed by the method described by Pulido et al. (2000)
using the FRAP reagent and applying 1:20 dilution factor of the samples. To obtain the
results, a calibration curve of Trolox with concentrations between 50 and 750 uM was

built, plotting the concentration of Trolox versus absorbance at 30 minutes. The
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antioxidant capacity of samples at 30 minutes with FRAP reagent was expressed as

equivalent Trolox concentration at 30 minutes.

2.5.5.Browning index

Browning index was used to know the effect of treatments on juice browning. For
this purpose, a spectrophotometric method was used after centrifuging and filtering the
samples. This method is described by Xu et al. (2011), although in the present work the
centrifugation time was 10 minutes and the angular velocity 12600 rpm. All

measurements were performed in triplicate.

2.5.6.Colour

Colour was measured using a colorimeter (Spectrophotometer CM-2500d, Konica
Minolta, Japan) based on the L*, a*, b* colour coordinates (Kincal et al., 2006;
Ferrentino et al, 2009;). Colour measurements were carried out in triplicate.

The total color difference (AE) was determined from Equation 2, which indicates the

magnitude of colour change after treatment.

AE=[ (L-Lo)*+(a-a0)*+(b-bo)*|* (2)

where: Ly, ap and by are colour values of untreated juice and L, a and b those of treated
samples. Differences in perceivable colour can be classified as very different (AE > 3),
different (1,5 < AE < 3) and with small differences (AE < 1,5) (Tiwari et al., 2008b).

2.5.7.Cloud
To evaluate loss of cloud or juice clarification after treatment, a spectrophotometric
method was used after samples centrifugation as described by Ferrentino et al. (2009).

All measurements were performed in triplicate.

Absorbance was recorded as the cloud value with distilled water used as blank.

Percent of cloud change was calculated by Equation 3.

final cloud value—inicial cloud value
Percent cloud change = -100 (3)

initial cloud value
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2.5.8.Ascorbic acid

Ascorbic acid content was measured using the 2, 6 dichloroindophenol titrimetric
method (AOAC 967.21). The ascorbic acid reduced the indicator dye, 2, 6
dichloroindophenol, to colorless solution through oxidation—-reduction reactions.

Measurements were performed in triplicate.

2.6. Statistical Analysis

Using the statistical package Statgraphics Centurion XVI, multifactorial ANOVA was
carried out, and LSD (Least Significant Differences) were identified, in order to evaluate

the influence of the treatments considered (Ortufio et al., 2012).

3. Results and discussions

3.1. Microbiota inactivation after the SC-CO,-HPU treatment

The inactivation of the microbiota of orange juice is shown in Table C.3.1. When the
SC-CO,-HPU treatment was applied, the total inactivation of the initial microbial load of
E.coli and total aerobic mesophilic bacteria was obtained at the different temperatures
employed. However, the initial population of S.cerevisiae could not be completely
inactivated, obtaining levels of inactivation of 2.60, 2.24 and 2.19 log cycles at 31, 36
and 41 °C, respectively, which corresponds with average reductions of 99.7, 99.4 and
99.3%, respectively. No significant differences (p>0.05) in the level of S.cerevisiae
inactivation were observed related to the different temperatures employed. The
difficulty to completely inactivate S. cerevisiae could be related with its thicker cell wall,
which is of 124.8 nm, in comparison with E.coli, which is of 17.7 nm (Ortufio, 2014).
This greater wall thickness would difficult the inactivation mechanisms, such as the
chemical modification of the double lipid layer of the cellular membrane, the increase of
permeability of the cell and the penetration of the SC-CO, into the cells. In a similar
way to the results of the present work, Ortufio et al. (2014) obtained a reduction of 7
and 4 log units of E.coli and S.cerevisiae, respectively, starting from the same initial
cell concentration, for a treatment of orange juice with SC-CO,-HPU (225 bar; 31°C; 6
min). These results support the relationship between the thickness of the cellular wall
and the resistance to the SC-CO,-HPU inactivation. On the other hand, the thermal

pasteurization treatment attained the complete inactivation of the assessed microbiota.
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3.2. Effect of the SC-CO,-HPU treatment on the physico-chemical properties of orange

juice

3.2.1. pH, °Brix, Titratable acidity (TA)

The results of pH, °Brix and TA are shown in Table C.3.2. The continuous treatment
of orange juice using SC-CO,-HPU had a non-significant (p>0.05) effect on the pH of
the juice, similarly as what happens for the thermal treatment (Table C.3.2). No
significant (p<0.05) differences were observed between the SC-CO,HPU and the
pasteurized juice treatment. This fact could be due to the short treatment time and to
the low initial pH value of the juice. In this regard, for values of 3.7-3.8 of pH, the
dissociation of the carbonic acid formed by the dissolution of the CO, into the juice is
difficult, due to the high dissociation constants of carbonic acid and the bicarbonate
(pKa=6.57 and pKa=10.62, respectively) (Zhou et al., 2009). Kincal et al. (2006)
observed a change between 0.14% and 0.54% in the pH of orange juice treated with a
continuous SC-CO, process (38, 72 and 107 MPa; 0.40-1.18 ratio CO,/juice; 40°C; 10
min). Fabroni et al. (2010) observed an increase in the pH of orange juice of around
1.47% after a treatment with a continuous SC-CO, process (230 bar; 5.08 L/h juice;
3.91 L/h COy 36°C; 15 min), as well as a percentage of 1.18% after thermal
pasteurization. As can be observed from Table C.3.2, the range of pH values of the
control samples comprises the range of pH of the treated ones, which shows the small
impact of the treatment on this quality attribute, being more important the natural

variability that the possible effect of the treatment.

In the case of the °Brix, the results obtained showed a slight decrease at 31 °C
(-0.81%), 36 °C (-1.74%) and 41 °C (-1.41%), although non-significant (p<0.05)
differences between the control and processed juice samples were observed for any
treatment. Gasperi et al. (2009) studied the use of a batch SC-CO, treatment (100 bar;
36 °C; 10 min) on apple juice, and found a percentage of reduction of 0.85%. Kincal et
al. (2006) obtained reductions of approximately 1.80% after a continuous SC-CO,
treatment (38 MPa; 0.40 ratio CO,ljuice; 40°C; 10 min) of orange juice. As happened
for the pH, the natural variability of the juice is more important than the possible

influence of the treatment on the °Brix.
Finally, the results of acidity showed that although an average reduction of 4.94%

was found for the SC-CO,-HPU treated samples, the differences were not significant

(p>0.05) due to the high variability of the natural orange juice and the treatments.

109



RESULTS AND DISCUSSION: CHAPTER 3

In a similar way, Kincal et al. (2006) after a continuous SC-CO, treatment (72 MPa;
0.64 ratio CO,l/juice; 40°C; 10 min) and Tiwari et al. (2008a) after an ultrasonic process
(8.61-22.79 W/cm?% 2-10 min) found non-significant changes of acidity after the

treatments.
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3.2.2.Phenolic compounds and antioxidant capacity

The content of phenolic compounds significantly (p<0.05) decreased after the
continuous SC-CO,-HPU treatment compared to the natural juice, for all the
temperatures studied (-3.54, -3.68 and -4.15% at 31, 36 and 41°C, respectively; Figure
C.3.2). The differences among the treatments for this parameter were only significant
(p>0.05) between 31 and 41°C. Moreover, a significant difference (p<0.05) in phenolic
compounds was found between the SC-CO,-HPU and pasteurization treatments, thus,
while the average decrease in phenolic compounds for SC-CO,.HPU treatments was of
-3.7910.9%, the thermal pasteurization brought about a decrease of -10%. This higher
loss of phenolic compounds could be due to the high degradation of carbohydrates and
organic acids during the thermal processing, which could give rise to furfurals and other
carbonyl compounds which may form condensation products with polyphenols (Fabroni
et al., 2010). The results found in this work are in agreement with those reported by
Fabroni et al. (2010), who found reductions of 5.27% after a continuous SC-CO,
treatment (130 bar; 5.08 L/h juice; 1.96 L/h CO,; 36°C; 15 min) of orange juice and
9.99% for a conventional thermal pasteurization treatment (90°C, 30 s). Therefore it
seems that the use of HPU, which intensifies the microbial inactivation, do not affect
negatively to the amount of phenolic compounds in the processed orange juice. In fact,
Rawson et al. (2011a) observed non-significant differences in the content of phenolic
compounds after a HPU treatment (24.1—60 pm; 25-45 °C; 2-10 min) of watermelon
juice.
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S SC-CO; - HPU 31°C
£ " SC-CO; - HPU 36°C
s  SC-CO; - HPU 41°C
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S -10
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Fig. C.3.2. Loss of phenolic compounds content in orange juice after different
treatment conditions.
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The results on the antioxidant capacity showed a significant (p<0.05) decrease in
samples processed with SC-CO,-HPU compared to control samples (Figure C.3.3),
except for treatment at 31 °C where a significant (p<0.05) increase (12.13%) was
obtained. However, between 36 and 41 °C, there are no significant differences, leading
the treatments to reductions of 3.68 and 3.96%, respectively. Therefore, the use of
temperatures higher than 31°C leads to a higher reduction of the juice antioxidant
capacity. On the other hand, thermal pasteurization presented a significantly (p<0.05)
higher reduction (-9.07%) of the antioxidant capacity compared to the continuous SC-
CO.-HPU treatments. Fabroni et al. (2010) reported similar results after a continuous
treatment with SC-CO, (130-230 bar; 5.08 L/h juice; 3.91 L/h CO,; 36 °C; 15 min) iof
orange juice, the percentages of antioxidant capacity decreased between 1.39 and
2.53% versus 5.50 and 10.89% for pasteurized juice. However, in the present work, at
31°C an increase in the antioxidant capacity was observed. It has been widely reported
that the use of HPU can lead to the increase of the antioxidant capacity of vegetable
samples, due to the increase of active compounds extracted (Vilkhu et al., 2008).
Therefore in the present work two effects could be superimposed, the increase of the
antioxidant capacity due to HPU and the decrease due to the SC-CO, treatment and
temperature. In the case of 31°C, the result of these two effects brought about an
increase of the antioxidant capacity, since the increase of extracted compounds would

compensate the decrease produced by the SC-CO, treatment.

15

SC-CO; - HPU 31°C
SC-CO,- HPU 36°C
5 m SC-CO;- HPU 41°C
m Pasteurization

10

variation antioxidant capacity (%)

-10

-15

Fig. C.3.3. Percentage variation of antioxidant capacity in orange juice at different

conditions of treatment.
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3.2.3. Browning index and color

Tables C.3.3 and C.3.4 show the results obtained for the browning index and color,
respectively. The SC-CO,-HPU treatment in orange juice produced a significant
(p<0.05) increase of the browning index when compared with the control at all the
treatment temperatures. The higher the temperature, the higher the browning index
(Table C.3.3), however only significant differences were found between the treatment
at 31 °C and the other two temperatures considered. The average difference in the
browning index for the SC-CO,-HPU treated samples was of 226%. A similar difference
in the variation of the browning index between treated and untreated samples was
observed by Tiwari et al. (2008b) in sonicated orange juice (40-100% amplitude), the
browning index was increased in 636.8%. Those authors attributed the browning of
samples to the destruction of pigments, mainly carotenoids, produced by the HPU. One
of the main factors contributing to browning of orange juice is the ascorbic acid
oxidation, appearing reactive carbonyl groups, such as furfural and 5-
hydroxymethylfurfural, which can be precursors of non-enzymatic browning (Bull et al.,
2004; Yeom et al., 2000; Bharate et al., 2012). In addition, the browning effect linked to
decomposition of sugars or caramelization (Vervoort et al.,, 2011) as well as the
Maillard reactions between reducing sugars and free amino groups, leading to the
formation of melanoidins, which are compounds that cause dark browning (Ibarz et al.,
2010). Vervoort et al. (2011) reported that the non-enzymatic browning is accelerated
by temperature and processing time as it is observed for the SC-CO,-HPU treatment
(Table C.3.3).

However, the changes in the browning index are much larger for the SC-CO,-HPU
treatment than for the thermal pasteurization, which shows that although temperature is
an important factor affecting the juice browning, the mixing of the juice with SC-CO,

and/or the application of ultrasound are much more determinant factors.

On the other hand, the non-enzymatic browning produced by the treatment with SC-
CO2-HPU was also observed from the results of color analysis (Table C.3.4). For all the
treatments, there was a decrease of L*, a*, b* values. Thus, the decrease of L* value
showed the loss of brightness or increase of darkness which is directly related with the
juice browning (Tiwari et al., 2008b; Yeom et al., 2000), although it could also be
related with the juice cloud, because the reflected light is affected by the cloud (Liu et
al., 2012). The decrease of a* and b* values showed the color change to both less red

and yellow tonalities. Considering the AE parameters, the higher color difference was
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obtained in samples treated with SC-CO,-HPU at 36 °C, followed by 41 and 31 °C,
while for the pasteurized juice a lower color difference was observed. Moreover, in this
case, the AE values do not show a relationship with temperature. Therefore, with AE
values above 3, the color changes were noticeable for all the treatments considered. A
similar finding was observed by Fabroni et al, (2010) in orange juice samples after
continuous treatment of SC-CO2 (130 bar; 5.08 L/h juice; 1.96-3.91 L/h CO2; 36 °C; 15
min) and thermal pasteurization (88-91 °C, 30s). These authors also observed a
decrease of L*, a*, b* values for both types of treatments, obtaining AE values of 7.87-
11.89 and 2.88-6.23 for continuous treatment of SC-CO, and thermally pasteurized
juice, respectively. The color changes that take place after SC-CO,-HPU treatment
could be related to the cavitation effect of HPU, which regulates various physical,
chemical and biological reactions, between them, the carotenoids degradation
produced by the oxidation reaction promoted by these and the free radicals formed
during the treatment (Abid et al., 2013; Tiwari et al., 2008a). However, when the control

and the treated sample are analyzed visually the differences are not observed.

TABLE C.3.3. Browning index values of orange juice processed at different
conditions

Browning Index (A420 nm)

Control Treated Variation
Treatment / conditions

SC-CO,-HPU/100 bar, 31 °C 0.21£0.00° 0.66+0.02°  216.40+7.85%
SC-CO,-HPU/100 bar, 36 °C 0.23+0.01*  0.75+0.01°  228.13+4.49%
SC-CO,.HPU/100 bar, 41 °C 0.22+0.00* 0.72+0.01°  233.49+4.03%

Pasteurization/90 °C, 1 min 0.21+0.01*  0.22+0.01° 5.38+0.19%

Different letters within a raw and column indicate significant differences (p <0.05)

115



CHAPTER 3

RESULTS AND DISCUSSION

I8 0+.LC9 BLO0FLF PGS BC 0+C5 ¥ el 0¥k ct 9 0+FL 8BS 0 L+5€'8 G 0+00 5 Ui L “Tio 06
JUONEZLN2ISE 4
98°1LF0L B LD LFFS 05 cC 0FFF L L9°0F¥LE0E €6 0F.LED £60F.LED GE LFI6'EE Do ¥ 1Bg 001
MdH—=02-0%
G LFFLLL I EeF6L 55 £ 0FB6°0 €L LF¥98¢cE G eF0E v GEO0FFSS 26 0FES 0F Do 9T 1Bg 001
MdH—=02-0%
09°0¥58°8 8 v+E. 6F 65 LFS08°0 88¢¥9/ 62 IS5 EFGL 95 LL'LFLO9 ¥ 0 cF98'EE Je LE 1Bg 001
MNdH=02-05
SUOIYPUOD
/ uaLuesd )
v «a B T «a B <
palead | (X3 ]sTg]
10100

SUDIIPUOD JU2J2MIp 18 passaoold 2oinl 26uUelo Jo sanea 1007 “F gD I19vL

116



RESULTS AND DISCUSSION: CHAPTER 3

3.2.4.Cloud

The cloud is related with the particle suspension which is composed of a complex
mixture of proteins, pectin, lipids, hemicellulose, cellulose, and other minor components
(Niu et al., 2010; Tiwari et al., 2009b). This is an important attribute that positively
affects the turbidity, taste, aroma and characteristic color of orange juice. lts loss is
mainly attributed to the enzymatic activity of the PME, which causes the phase
separation in the juice and the resulting loss of cloud (Bull et al., 2004; Polydera et al.,
2004).

The SC-CO,-HPU treatment in orange juice significantly (p<0.05) increased the
cloud values when compared with the control at all the temperatures considered
(Figure C.3.4), showing that there is a significant (p<0.05) difference between the
treatments at 31 and 36 °C compared to 41 °C. The average increase in the cloud
value were of 195.0, 198.4 and 270.6% at 31, 36 and 41°C, respectively; therefore, the
cloud value increased when the treatment temperature increased. In a similar way, Niu
et al. (2010) obtained after the SC-CO, treatment (40 MPa; 55°C; 10-60 min) of orange
juice, percentages of cloud increase of 91.33-115.48%. Also, Tiwari et al. (2008a), after
the ultrasonic treatment in orange juice (8.61-22.79 W/cm2; 2-10 min) obtained
increases of 63-222%. As can be observed, after the SC-CO,-HPU treatment of juice,
the cloud was preserved and improved. This phenomenon is mainly due to the
reduction of the enzymatic activity of the PME, as well as, the system depressurization,
which homogenize juice, causing the breakdown or reduction of colloidal particles of
the juice (Kincal et al., 2006; Liu et al., 2012). Another factor that contributed to the
increase of the cloud is the HPU effect, which produces the rupture of the linear
molecule pectin, reducing its molecular weight (Tiwari et al., 2009b). The cloud values
obtained after pasteurization were significantly (p<0.05) lower than those obtained after
treatment with SC-CO,.HPU which shows that the use of this novel technology based
on SC-CO,-HPU could improve some quality attributes of orange juice while reducing

the processing time compared to using only SC-CO, or HPU.
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Fig. C.3.4. Percentage variation of cloud in orange juice at different conditions of

treatment.

3.2.5.Ascorbic acid

The continuous SC-CO,-HPU treatment in orange juice produced a significant
reduction (p<0.05) of ascorbic acid when compared with the control at different
temperatures considered (Figure C.3.5). However, ascorbic acid was considerably
preserved after treatments, observing reductions of only 4.55, 5.85, and 6.50%, at 31,
36, and 41 °C, respectively. As can be observed, the ascorbic acid loss increased with
temperature, although, in the range considered, only significant (p<0.05) differences
exist between the treatment at 31 and that carried out at 41°C. This slight degradation
may be due to the formation of free radicals produced by the effect of cavitation
generated by the HPU, leading to oxidation of polar organic compounds, such as
ascorbic acid and total phenols; and it may also be due to the thermolysis produced
inside bubbles and subsequent activation of the Maillard reaction (Tiwari et al, 2009a;
Rawson et al, 2011b). A significant difference (p <0.05) in the ascorbic acid content of
the juice between SC-CO,-HPU treatment and thermal pasteurization, was also
observed, with a greater loss of ascorbic acid in the case of the thermal pasteurization
(-10.05%). The higher reduction of ascorbic acid in the latter treatment can be
explained by the application of a higher processing temperature, since ascorbic acid is
a thermolabile nutrient (Sanchez-Moreno et al., 2005) and seems to be more affected
by high temperatures than by the use of the combined treatment (SC-CO,-HPU). A
similar behavior was observed by Fabroni et al. (2001) after continuous SC-CO,
processing of orange juice, finding a lower reduction of ascorbic acid in SC-CO,-HPU
treated samples (6.37%, 130 bar; 5.08 L / h juice; 1.96 L / h CO,; 36 ° C; 15 min)
compared to the thermally pasteurized ones (88-91 °C, 30s). Also, Tiwari et al. (2009a)
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obtained reductions of 1.46-5.17% of ascorbic acid after ultrasonic treatment of orange
juice (from 0.33 to 0.88 W / mL; 10.2 min) and a reduction of 7.14% after thermal
pasteurization. Despite of the decrease of ascorbic acid using SC-CO,-HPU, when

using the lowest temperature, reductions are less than half of those found for thermal

pasteurization.
0
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Fig. C.3.5. Percentage variation of ascorbic acid in orange juice at different conditions
treatment.

4. Conclusions

The SC-CO,.HPU continuous treatment was effective for microbial inactivation in
orange juice, being the effectiveness dependent on the microbial cell wall thickness.
The SC-CO,-HPU continuous treatment did not affected the pH, °Brix and Titrable
acidity of the juice. Moreover, compared with thermal pasteurization, the loss of
phenolic compounds was small and the antioxidant capacity could be even increased
with respect to the natural untreated juice. Although the treatment affected the color of
the juice, causing an overall darkening, the cloud and therefore the stability of the
treated juices was greatly improved. The obtained results demonstrated the potential of
the continuous SC-CO,-HPU inactivation technique, the use of mild process conditions
leads to an increase in the quality of the product processed under this technique.
Moreover, the fact that the proposed technique works in a continuous mode greatly

facilitates its industrial implementation.
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attributes of pineapple juice using a continuous flow
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Abstract

Pineapple juice is consumed worldwide due to its high nutritional and sensory value.
Thermal treatments are the most common technique applied for fruit juices’
preservation. Supercritical carbon dioxide (SC-CO,) inactivation technology represents
a promising non-thermal processing method, as it promotes minimum impact on the
nutritional food properties. The aim of this work was to study the combined effect of
SC-CO, and high power ultrasound (HPU) on the inactivation of natural microbiota and
the quality attributes of pineapple juice treated in a continuous flow system at different
juice residence times (3.06-4.6 min) at 100 bar and 31 °C. In addition, changes in the
vitamin C and microbiota contents of fresh and treated pineapple juice during
refrigerated storage at 4°C were assessed. The results indicated that the microbiota
inactivation was complete and the differences obtained in the quality attributes (2.2 %
for pH, 4.8 % for °Brix, 2% for Vitamin C) were minimal. During storage,
microorganisms were not able to recover and vitamin C decrease could be limited to
8.2% after 4 weeks. The results demonstrated that the SC-CO,-HPU technique could

be an excellent alternative for pineapple cold pasteurization

Keywords: Non-thermal process; supercritical CO,; ultrasound; pineapple juice; quality

attributes
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1. Introduction

Pineapple is an important tropical fruit largely consumed in the form of processed
products such as juices (Costa et al., 2013). Pineapple and consequently its juice is
one of the fruits that has a higher content of antioxidant and phenolic compounds.
Some of the phenolic compounds existing in pineapple juice are sinapyl-L-cysteine, N-
y- L-glutamyl-S-sinapyl-L-cysteine, S-sinapyl glutathione, and p-coumaric (Wen and
Wrolstad, 2002). Pineapple juice also contains phytosterols such as ergostanol and
stigmastanol (Ng and Hupé, 1998). These phytosterols have cholesterol-lowering effect
by reducing absorption of cholesterol. Vitamin C, a water soluble vitamin abundant in
pineapple juice, plays an important role in human nutrition due to its high antioxidant
activity. Thus, it reduces the risk of heart disease by preventing the oxidation of low-
density lipoprotein (LDL) cholesterol. Pineapple juice is appreciated for its very
pleasing aroma and flavor. It is generally drinkable in single-strength, reconstituted or
concentrated forms, and can be mixed with other juices to develop new flavors for
beverages and other products due to its strong acid flavor (De Carvalho et al., 2008).
Conventional thermal treatments of foods, such as pasteurization, have been the first
choice to extend shelf life of fruit juices. However, heating processes can affect the
freshness and quality of food products which leads to consumers’ rejection. Non-
enzymatic browning reactions and pigment destruction have been found to be major
causes of such problems (Rattanathanarerk et al., 2005), in addition, the loss of
organic acids like vitamin C and the decrease of phenolic compounds causes the

reduction of product quality (Gémez et al., 2011).

The demand for high quality processed foods, which preserve their natural and fresh
like characteristics, has led to the development of non-thermal processing techniques,
as an alternative to conventional heat treatments (Char et al., 2010). New technologies
applied to foods are first and foremost of concern because of safety implications. Then,
as data accumulate and microbial safety can be ensured to a satisfactory level, other
concerns are addressed. These include quality attributes that involve physical (colour,
viscosity, particle size, Brix, etc) and chemical (pH, flavour volatiles and composition)
properties of processed products. Enzyme activity, nutritional quality and shelf life,
including sensory properties, are also addressed (Balaban and Ferrentino, 2012).

The supercritical carbon dioxide (SC-CO,) processing is a non-thermal process
capable of inactivating microorganisms, at relatively moderate pressures (7.3 MPa) and
at temperatures (31.1 °C) low enough to avoid the thermal effects of traditional

methods (Benedito et al., 2015). Beyond the critical point of CO,, the difference
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between liquid and gaseous CO, no longer exist in the newly formed supercritical fluid
phase, in which its viscosity is lower than in the liquid state and its density and
dissolving power are higher than in the gaseous state. Therefore, the use of SC-CO,
for sterilization is considered to be more effective than the use of CO, in its subcritical
state (Balaban and Duong, 2014; Ortuno et al., 2014). Moreover, CO, can be used in
the food industry because of is nontoxic, nonflammable, inexpensive, and GRAS status
(Balaban and Duong, 2014; Calvo and Torres, 2010). Although SC-CO, technology
represents an excellent non-thermal processing method, high pressures, high
temperatures and long treatment times are required to guarantee the safety and
stability of the food, especially in batch systems. In these systems, coupling with other
technologies, such as high power ultrasound (HPU), might be necessary in order to
obtain the required lethality at shorter processing times and lower treatment intensities.
In order to improve the efficiency of batch SC-CO, treatments, a continuous system
was developed by Paniagua et al. (2016), who studied the inactivation of S. cerevisiae
in apple juice, using the continuous flow SC-CO,-HPU at different juice residence times
(3.06-9.2 min), temperatures (31-41 °C) and pressures (100-300 bars). The results
demonstrated that the maximum inactivation achieved by the system was 7.8 log-
cycles. However, there is no report in the literature addressing the use of this
continuous technique (SC-CO,-HPU) for other kinds of juices, neither the effect of the
process on the processed product quality. Therefore, the aim of this study was to
determine the effect of the SC-CO,-HPU treatment in continuous regime on both the
inactivation of the microbiota and the quality attributes of pineapple juice both after the

treatment and during refrigerated storage.

2. Materials and methods

2.1. Pineapple juice

Pineapple fruits (Ananas comosus L.) were purchased from a local market and kept
at 4 °C. Pineapple juice was obtained by washing, peeling and extracting the fruit juice
(Ultra Juicer, Robot Coupe J80, USA). Juice extraction took place just prior to
processing; consequently, an extraction was required for each experiment. Each
experiment required about 1.5 L of juice, 1 L was used for processing (SC-CO,-HPU),

and 0.5 L served as control.
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2.2. SC-CO,-HPU processing

A laboratory continuous regime equipment was designed and built for high power
ultrasound assisted supercritical CO, treatment (Figure C.4.1) (Paniagua et al., 2016).

The SC-CO,-HPU process applied to the juice was as follows: first, liquid carbon
dioxide was supplied from the tank to the chiller reservoir in which it was compressed
to 200 bar by means of the injection of pressurized gaseous N,. The liquid CO, was
supplied from the bottom of the chiller reservoir (which stores it at =18 °C) to the pump
where it was compressed at the targeted pressure. Initially, the equipment was
stabilized at the treatment pressure (100 bar) and temperature (31.5°C) only with SC-
CO, at a constant flow rate of 5 mL/min. Then, the ultrasound equipment was
connected, and once the process conditions were attained, the sample to be treated
was pumped to the mixing point (7, Fig.C.4.1) where it mixed with the SC-CO,. The
mixture went into the sonication vessel (8, Fig. C.4.1), where the HPU was applied. For
the experiments with HPU, the power applied during the whole experiment was 40
W5W (1=250 +10mA; U=220 +5 V, measured with a Digital Power Meter, Yokogawa,
Model WT210). Pressure and temperature were kept constant during the experiment.
The mixture of juice/SC-CO, exiting the treatment vessel went into the holding tube
(14, Fig. C.4.1) and, finally, into the separation vessel (15, Fig. C.4.1), where it was
depressurized and the CO, separated from the juice and recirculated to the reservoir
(3, Fig. C.4.1). Prior to each experiment, the different sections of the equipment where
the product flows through were cleaned and sanitized with disinfectant solution
(Delladet VS2, Diversey, Spain), and distilled and autoclaved water. To determine the
effect of the residence time on the quality parameters and inactivation of the microbiota
of pineapple juice, two residence times (3.06 and 4.6 min) were considered. Residence
time was calculated using Eq. (1).
Vsey +Vsor )

q9+4co,

TToT =

Were (Vg,y ) was the volume in the sonication vessel (40 mL ) and the holding tube
volume (Vg ) was 52 mL, the juice flows (¢ ) were 15 and 25 mL/min and the SC-CO,

flow (9¢co, ) was 5 mL/min.

The process conditions: pressure (100 bar), temperature (31°C) and total residence
time (3.06 and 4.6 min) were selected from previous experiments in order to attain

acceptable microbial inactivation levels (Paniagua et al., 2016). Before and after the
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treatment, the natural microbiota and the quality attributes of pineapple juice were

analyzed.

17

L 1"1114"“ I Dlﬂ 15

Fig. C.4.1. Supercritical CO, continuous treatment system. 1. CO, tank; 2. N, tank; 3.
Chiller reservoir; 4. CO, Pump; 5. Liquid reservoir; 6. Liquid Pump; 7. Mixing point; 8.
Sonication vessel; 9. Sonotrode; 10. Insulation joint; 11. Ceramics; 12. Power
generation unit; 13. Thermostatic bath; 14. Continuous contact tube; 15. Separation
vessel; 16. Treated sample; 17. CO, Recirculation; 18. Sonication vessel output, 19.
Separation vessel output, V. valve; VS. non-return valve; VM. micrometric valve; P.

Manometer; T. temperature sensor.

2.3. Microbiota analysis

The viability of mesophilic viable bacteria (MVC), yeast and E. coli content in the
juices were determined by plate count. Each sample was serially diluted with sterilized
distilled water. 100 uL of the appropriate dilution (10" and 10?) were plated in triplicate
on LB Agar, PCA Agar or YPD Agar plates and incubated for 24 h at 37 °C, 35 °C or 30
°C, for E. coli, MVC and yeast respectively, before counting. Results were expressed
as -log(N/Ny), where Ny is the initial number of cells in the control sample and N is the
number of cells in the sample after the different treatments. However in the case of

total inactivation the results were expressed as log(Ny).
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2.4. pH and °Brix

The pH of treated (TJ) and control (CJ) pineapple juice samples was measured
using a digital pH-meter (pH Crison 25, Spain). Soluble solids were measured using a
refractometer (Pocket Digital Refractometer Hand-held, Atago, Japan). Samples were

measured in triplicate at room temperature.

2.5. Ascorbic acid (Vit. C)

Ascorbic acid content of TJ and CJ samples was measured using the 2, 6
dichloroindophenol titrimetric method (AOAC 967.21). The ascorbic acid reduced the
indicator dye, 2, 6 dichloroindophenol, to colorless solution through oxidation—reduction

reactions. Measurements were performed in triplicate.

2.6. Storage of treated samples

0.5 L of the control and treated samples were stored in vial glass and refrigerated at
4°C for 4 weeks. The samples were analyzed to examine the characteristics of the
juice during the storage and to compare the behavior of the microbiota and vitamin C
between the control and treated samples. The analyses were performed at weeks 0, 1,
2,3 and 4.

2.7. Data analysis

Using the statistical package Statgraphics Centurion XVI, multifactorial ANOVA was
carried out, and mean differences using Tukey’s test (o = 0.05) was performed, in

order to evaluate the influence of the used treatments.

3. Results and discussion

3.1. Microbiota inactivation after the SC-CO,-HPU treatment

The results of the microbiota inactivation in pineapple juice are shown in Table
C.4.1. When the SC-CO,-HPU continuous treatment was applied, the total inactivation
of the initial microbial load of MVC, yeast and E.coli was obtained at the two residence
times employed. According to Garcia-Gonzalez et al. (2007), the fundamental step in

the microbial inactivation by means of SC-CO, is its contact with the cell membrane
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and the consequent physico-chemical modifications. The mechanisms involved in the
microbial inactivation using SC-CO, include solubilization of CO, into the medium
where the cells are suspended, intracellular pH decrease, key enzyme
inactivation/cellular metabolism inhibition due to intracellular pH lowering, direct
inhibitory effect of molecular CO, and HCO5; on the microbial metabolism, disordering
of the intracellular electrolyte balance, and removal of vital constituents from cells and

cell membranes.

As for the inactivation rate, it has been seen to increase with temperature, pressure
and exposure time, where the temperature and pressure tend to synergistically act on
each other (Erkmen, 2003; Lin et al., 1992). The inactivation rate is dependent on the
initial number of cells, the type of bacterial species and the kind of suspended
materials. On the other hand, organic compounds (such as carbohydrates, fats and
others) present in the media may increase the resistance of bacteria to SC-CO,
treatment (Balaban and Duong, 2014; Benedito et al., 2015).

In SC-CO,-HPU treatments, the acceleration of the solubilization rate of SC-CO,
into the liquid and the increase in the mass transfer due to the vigorous agitation
produced by the ultrasonic field would permit the rapid saturation of CO, in the
medium, which might accelerate the inactivation mechanisms (Gao et al., 2009). The
other possible mechanism is the cavitation produced by HPU in the liquid phase
(Gogate et al., 2011). Cavitation refers to the formation, growth, and implosion of tiny
bubbles of CO, or water vapor in a liquid when ultrasounds travels through it.
Cavitation has been proven to cause cracked or damaged cell walls, which enhances
the penetration of SC-CO, inside the cells, changing the cellular equilibrium and
facilitating the extraction of intracellular compounds, thus accelerating the death of the
microbial cells. Ortufio et al. (2014) observed that after the SC-CO,-HPU treatment, the
cell wall and cell membrane were totally disrupted, thus easing the disintegration of the
cytoplasm and the inactivation of cells. The damage caused by the treatment was
serious enough to prevent a possible regrowth of cells. In the present research, the
conditions of the treatment were mild (31.5 °C, 100 bar), however the inactivation was
complete. This fact is due to the combined effect of both technologies that allow the

mechanisms explained above to obtain satisfactory results.
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Table C.4.1. Inactivation of microbiota (log(No)) in pineapple juice at
different residence times (3.06 and 4.6 min)

Treatment/Conditions

100 bar, 31 °C

100 bar, 31 °C

3.06 min 4.6 min
No 1.40x10* 1.40x10*
(CFU/mL)
MVC N
(CFU/mL) 0 0
log (No) 4.15 4.15
No 5.80x10° 5.80x10°
(CFU/mL)
Yeast N
(CFU/mL) 0 0
log (No) 3.76 3.76
No 6.90 E* 6.90 E*®
(CFU/mL)
E. coli N
(CFU/mL) 0 0
log (No) 3.84 3.84

MVC: Mesophilic viable bacteria

3.2. Effect of the SC-CO,-HPU treatment on the quality attributes of pineapple juice

The results obtained for the effect of the treatments on the quality attributes of

pineapple juice are shown in Table C.4.2. The treatment caused a significant (p<0.05)

increase in the pH values between the CJ and TJ (2.22% and 3.61% increase for 3.06

and 4.6 min respectively). For the °Brix, results showed a slight but significant (p<0.05)

decrease between the CJ and TJ (4.8% for both residence times). For pH there was a

significant effect of the treatment time on the variation produced by the treatment, the

higher the residence time the higher the variation, however no effect was observed for

the °Brix. Arreola et al. (1991) measured the pH and °Brix of Valencia orange juice
treated with SC-CO, at 7-34 MPa, 35-60°C and 15-180 min in a batch system. They
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showed that there was no significant (p<0.01) difference in pH or °Brix between the
original juice and the SC-CO, treated one. Kincal (2000) used a continuous-flow SC-
CO, system for orange juice treatment under pressures of 38, 72 and 107 MPa, CO,
juice ratios of 0.40 to 1.18, and a residence time of 10 min. This author found no
significant (p>0.05) changes in pH and °Brix after the treatment. Moreover, Fabroni et
al. (2010) studied the orange juice treated with supercritical carbon dioxide, at different
treatment conditions (130, 230 bar, 36+ 1 °C, 0.385, 0.770 gCO,/gjuice; residence time
was 15 min) and no statically significant (p>0.05) difference between treated and
control samples were found for pH and °Brix. However, according to the research
carried out by Bermudez-Aguirre and Barbosa-Canovas (2012), the application of
thermo-sonication (24 kHz, 400 W) promoted significant changes (p<0.05) in the pH of
the three juices tested (pineapple, grape and cranberry). The main changes observed
in pH were attributed to the formation of certain chemical products (nitrite, hydrogen
peroxide and nitrate) during the ultrasonic application. Therefore, it seems that the
change of the pH observed in the present work by the continuous SC-CO,-HPU
treatment, could be mainly due to the effect of ultrasound, or the combination of both
techniques (SC-CO,-HPU), rather than for the single use of SC-CO,. However,
although a change in pH is observed in the present work, the final values of treated

juices are within the range of pH values for natural pineapple juice.

The results of vitamin C indicated a moderate but significant (p<0.05) decrease
between the CJ and TJ (Table C.4.2). Moreover a significant (p<0.05) effect of the
residence time was observed, being the vitamin loss of only 1.97% for a residence time
of 3.06 min and of 5.9% for 4.6 min. Fabroni et al. (2010) observed that the average
vitamin C content was reduced 6.5% after a SC-CO, treatment (230 bar, 361 °C,
5.08L/h juice flow rate, 0.770 gCO,/gjuice) but remained unchanged, with respect to
untreated juice, after the treatments at lower pressure, regardless of the amount of CO,
employed. Ascorbic acid degradation is characterized by simultaneous aerobic and
anaerobic reactions, the aerobic degradation being the fastest one (Ahrne et al., 1996).
As air content is limited in SC-CO, treatment the observed vitamin degradation could
be due to the effect of ultrasound in the process. Adekunte et al. (2010) observed a
degradation of vitamin C (32.5%) using ultrasounds (61 um during 10 min). Rawson et
al. (2011) observed the reduction of ascorbic acid in watermelon juice when using
thermosonication. The reduction was variable, but reached the 50% when the
maximum temperature (45°C), amplitude (61 um) and time (10 min) were employed.
This behavior is mainly due to sonochemical reactions and the extreme physical

conditions which occur during sonication. It is known that hydrogen ions (H"), free
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radicals (O°, OH’, HO2 ) and hydrogen peroxide (H,O,) are formed during the sonolysis
of water molecules (Feril & Kondo, 2004; Pétrier et al., 2007) present in juice samples.
The ascorbic acid degradation during ultrasonic processing could be related to
oxidation reactions, promoted by the interaction with free radicals formed during
sonication. Hydroxyl radicals produced by cavitation may be involved in the
degradation of ascorbic acid. Sonication can be related to advanced oxidative
processes, since both pathways are associated with the production and use of hydroxyl
radicals (Adekunte et al., 2010). Although in this research ultrasounds were employed,
the ascorbic acid degradation was minimal because of the short residence times used

and possibly to the lower cavitation energy found in a supercritical medium.

Table C.4.2. Effect of the SC-CO,-HPU continuous treatment on pH,
°Brix, and Vit. C for different juice residence times (3.06 and 4.6 min)

Treatment/Conditions

100 bar, 31 °C 100 bar, 31 °C

3.06 min 4.6 min
Control (CJ) 3.6+0.01° 3.6+0.01°

pH Treated (TJ) 3.68+0.01° 3.73£0.01°
Variation 2.22% 3.61%

Control (CJ) 12.5+0.11° 12.5+0.11°

O Brix Treated (TJ)  11.90+0.10° 11.9340.09°
Variation -4.80% -4.80%

Control (CJ)  35.50+0.18° 35.5+0.18°

Vit. C (ppm) Treated (TJ)  34.82+0.07° 33.45+0.13°
Variation -1.97% -5.90%

Values with similar letters are not significantly different (Tukey’s test, P > 0.05)
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3.3. Microbiota changes during refrigerated storage

Microbial counts were performed every week for a storage period of 4 weeks at
4°C, this temperature was chosen to emulate refrigerated storage during retail and
household storage. The initial microbial load of control juice was 1.4 x 10* CFU/mL of
MVC, 5.8 x 10° CFU/mL of yeast and 6.9 x 10 of E. coli. After 4 weeks, counts for the
control juice reached values of 9.06 x 10° CFU/mL, 2.46 x 10° CFU/mL and 1.17 x 10°
CFU/mL for MVC, yeast and E. coli, respectively. In the case of the processed juices,
the treatment produced an initial zero microbial count and after the 4 weeks of storage,
no growth was observed. Other authors that have conducted SC-CO, inactivation
treatments have found that, although just after the treatment no microbial growth was
found, bacterial cells are able to recover and growth appears during product storage
(Ortufio et al., 2014). However, in the present work, the combined treatment (SC-CO,-
HPU) provokes a critical damage to the cells which are not able to recover and

therefore no growth is observed during refrigerated storage.

3.4. Stability of vitamin C during refrigerated storage

The results for vitamin C obtained during the 4 weeks of refrigerated storage are
shown in Table C.4.3. At the beginning of the storage, the content of vitamin C in the
treated juice was 33.4 and 34.8 ppm for 3.06 and 4.6 min of residence time,
respectively. This value was slightly lower than that found in control (untreated)
pineapple juice (35.51 ppm Vit. C/ 100 mL). Vitamin C content significantly (p<0.05)
decreased during 4 weeks of the storage, for the 3 different samples studied. The
highest decrease corresponded to the SC-CO,-HPU treated sample with a residence
time of 3.06 min (19.5% variation) and the lowest for the control juice (6%). No change
in the vitamin content was observed after 2 weeks of refrigerated storage for the SC-
CO,-HPU treated samples with a residence time of 4.6 min, which shows that although
the initial inactivation was higher for this residence time it provides better results during
storage. Choi et al. (2002) studied the ascorbic acid retention in blood orange juice
during refrigerated storage. These authors observed that ascorbic acid decreased
gradually with storage time; more than 50% was lost within 3 weeks of storage and
completely degraded after 5 weeks of storage for the natural juice. The decrease in
vitamin C content during storage was also observed by Klimczak et al. (2007), who
found the degradation of 19 % of the ascorbic acid in natural orange juice while it was
refrigerated for 6 weeks. Piljac-Zegarac et al. (2009) studied the ascorbic acid

degradation of six dark fruit juices (black currant, cranberry, blueberry, pomegranate,
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strawberry and cherry). The juice samples were separated into two groups, with
strawberry, black currant and cherry exhibiting high vitamin C content and cranberry,
pomegranate, and blueberry exhibiting moderate-low vitamin C content. During
refrigerated storage, the vitamin C content in blueberry juice dropped to zero after 7
days of storage, and reduced to 50% of the initial value within the first 74 h. Vitamin C
showed better stability in the other juices, in the case of pomegranate and cranberry it
dropped to zero after 9 days in refrigerated storage while it showed a gradual but
steady decline in cherry and strawberry. By day 28, the vitamin C content of strawberry
and cherry juices reduced to 58% and 35% of the initial values, respectively. According
to the literature, the decrease in the vitamin C content in the juice during storage is
dependent on the storage conditions such as temperature, oxygen, and light access.
Oxygen is usually the main responsible for the loss of vitamin C during storage. In this
regard, the significant reduction of vitamin C in the present study might be due to the
presence of oxygen in the head-space of the glass bottle. Vitamin C retention has been
used as indicator of shelf-life for fruit juice. It has been accepted that the shelf-life of the
fruit juice could be determined by 50% loss or the half-life of the vitamin C (Odriozola-
Serrano et al., 2008; Laorko et al., 2013). Therefore, according to Table C.4.3, none of

the juices reached their shelf-life after the 4 weeks of refrigerated storage.

Table C.4.3. Analysis of vitamin C during refrigerated storage (4 weeks) of SC-CO,-HPU treated (at
two different residence times) and control pineapple juices

Control Treated Treated
(residence time 3.06 min) (residence time 4.6 min)
Week ppm Vit. C V;fi)a?ifon ppm Vit. C Vaofi)ac’zifon ppm Vit.C V;fi)a?ifon

0 35.51+ 0.01° 33.4+0.10° 34.8+0.22°

1 35.51+ 0.01° 0 31.810.08° -4.76 34.8+0.15° 0

2 34.8+ 0.09° -1.99 30.2+0.12° -9.58 34.8+0.08° 0

3 34.51+0.05° -2.81 29.5+0.17° -11.67 33.38+0.05" -4.08

4 33.38+0.04¢ -5.99 26.9+1.02° -19.46 31.96+0.09° -8.16

Different letters within a column indicate significant differences (p <0.05)
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4. Conclusions

The results demonstrated the potential of the continuous SC-CO,-HPU inactivation
technique. The inactivation of the microbiota was complete using mild process
conditions. The changes in the different quality attributes provoked by the treatment are
minimal and final values are within normal ranges for natural pineapple juice. On the
other hand, the storage results showed that no microbial growth/recovery is observed
and that minimal reductions of vitamin C are found. Thus, the use of mild process
conditions could lead to an increase in the quality of the product treated under this

technique.
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En base a los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, a continuacién se
describen las conclusiones mas importantes obtenidas sobre la implementacion,
funcionamiento y funcionalidad del equipo de fluidos supercriticos asistidos por

ultrasonidos en un sistema en continuo (SC-CO,-HPU) desarrollado.

» El redisefio de sistema de inactivacion mediante SC-CO, asistido por
ultrasonidos de potencia en modo discontinuo, disponible en el grupo ASPA de
la UPV, permitié operar el equipo en modo continuo. Fue posible bombear
simultaneamente el liquido a tratar y el SC-CO,. La mezcla era bombeada al
depdsito de sonicacién, pasada a través del tubo de mantenimiento y el CO,

era separado eficazmente del liquido en el depésito separador.

» Se demostr6 que el sistema era efectivo para la inactivacion de
microorganismos tanto en un medio sencillo, como un medio de cultivo, como

en un medio mas complejo, como el zumo de manzana.

» La aplicaciéon de ultrasonidos de potencia en el sistema de inactivacion mostré
aumentar significativamente la capacidad de inactivacion microbiana del

sistema tanto en el medio de cultivo como en el zumo de manzana.

» En las experiencias de puesta a punto del sistema, se observd un efecto
significativo del caudal de producto tratado y por lo tanto del tiempo de
residencia en el sistema, sobre la inactivacion microbiana. Sin embargo la
presion no resultd ser un parametro que afectara significativamente al proceso

en un rango de 100-300 bar.

» El equipo de fluidos supercriticos, disefiado y construido en este trabajo,
asistido por ultrasonidos y procesando en continuo (SC-CO,-HPU) demostrd
una elevada capacidad para inactivar (> 7 ciclos-log) S. cerevisiae en zumo de

manzana.

» Los resultados permitieron cuantificar el efecto de las variables de proceso a

través del desarrollo de un modelo hibrido real-booleano que describio el efecto
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de variables reales (tiempo de residencia, temperatura y presion) y la variable

discreta (aplicacion o no de HPU).

Los resultados observados de inactivacion microbiana fueron mayores en el
depdsito separador que en el depdsito de sonicacién lo que confirmé la
importancia del tiempo de residencia en el tubo de mantenimiento. En este
tubo, liquido a tratar y zumo de mantienen en contacto tras la sonicacion lo que
permite que se complete la accién bactericida del SC-CO, y se mejore la

inactivacion microbiana final.

El aumento de la temperatura, presion y tiempo de residencia asi como la
aplicacion de ultrasonidos de potencia aumentd significativamente la
inactivacion de S. cerevisiae en zumo de manzana, encontrandose

interacciones significativas entre los diferentes factores estudiados.

Se disefaron estrategias de optimizaciéon multiobjetivo para calcular el tiempo
de residencia minimo que se puede emplear para alcanzar diferentes niveles

minimos de inactivacion.

Los resultados de optimizacion mostraron que el sistema puede lograr una
inactivacion de 6,8 ciclos logaritmicos en 3,1 minutos de tiempo de residencia
total cuando se aplicé HPU, en lugar de 4,3 ciclos logaritmicos (en las mismas
condiciones) sin HPU, lo que muestra la importancia de la influencia de los

HPU en la inactivacion con SC-CO..

El sistema en continuo desarrollado (SC-CO,+HPU), permite la inactivacion
efectiva de S. cerevisiae en tiempos cortos de proceso y empleando valores
moderados de las variables de proceso lo que podria reducir los efectos

perjudiciales sobre los alimentos tratados.

El tratamiento continuo de SC-CO,-HPU fue eficaz para la inactivacién de la
microbiota del zumo de naranja, siendo la capacidad de inactivacion del
sistema dependiente del grosor de la pared celular del microorganismo. Efecto
de la pared que se observo al tratar S. cerevisiae, E. coli y aerobios mesofilos.

El tratamiento de SC-CO,-HPU en continuo no afectd significativamente al pH,

°Brix y acidez titulable del zumo de naranja. Ademas, en comparacién con la
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pasteurizacién térmica, la pérdida de compuestos fendlicos y de vitamina C fue
menor. Por otra parte, la capacidad antioxidante de los zumos de naranja
tratados con SC-CO,-HPU podria incluso aumentarse con respecto al zumo

natural sin tratar.

El tratamiento mediante SC-CO,-HPU afecté al color del zumo de naranja,
provocando un oscurecimiento general, sin embargo la nube y por lo tanto la

estabilidad de los zumos tratados se mejord notablemente.

En el caso del zumo de pifia, la inactivacion de la microbiota fue completa, lo
que indica la importancia tanto del tiempo de residencia empleado en el
proceso, como del tipo de medio tratado, ya que para este zumo se emplearon
las condiciones mas suaves de presion y temperatura y sin embargo se

alcanzé la inactivacion total de microorganismos.

Los cambios en los diferentes parametros de calidad provocados por el
tratamiento mediante SC-CO,-HPU en zumo de pifa natural son pequefios y

los valores finales estan dentro de los rangos normales para este tipo de zumo.

Los resultados del almacenamiento de zumo de pifia mostraron que no se
observa crecimiento/recuperacién microbiana y que la reduccién de la vitamina
C es pequena. Por lo tanto, el uso de condiciones de proceso suaves podria

conducir a un aumento en la calidad del producto tratado bajo esta técnica.

Como conclusion general cabe resaltar que los resultados obtenidos demuestran el

gran potencial de la técnica de inactivacion de SC-CO,-HPU en sistema en continto.

La técnica desarrollada representa un gran potencial como método de conservacion,

ya que emplea condiciones de tratamiento suaves y tiempos de proceso razonables

para la industria alimentaria, o que resultaria en un impacto muy pequefio sobre las

propiedades nutricionales y organolépticas de los productos tratados. Asi pues, la

técnica ha resultado efectiva en diferentes zumos de frutas con diferentes

caracteristicas (manzana, naranja y pifia). Adicionalmente cabe sefalar que la técnica

propuesta, al funcionar en modo continto, facilitaria notablemente su implementacion

industrial.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral y con el fin de
aprovechar el potencial de la tecnologia desarrollada (empleo de fluidos supercriticos
asistidos por ultrasonidos de potencia SC-CO,-HPU en un sistema en continuo), se

recomienda profundizar mas en los siguientes aspectos:

» Estudiar el efecto de la intensidad del campo acustico y de la frecuencia del
mismo, ya que otras combinaciones no ensayadas en el presente trabajo

podrian incrementar los beneficios de la técnica.

» Acoplar una bomba de mayor caudal que permitiera modificar los caudales de

CO,, para de esta manera incrementar la relacion CO,/muestra a tratar.

» Evaluar el efecto de la tecnologia combinada mediante SC-CO,-HPU en un
sistema en continuo sobre microorganismos patdégenos, virus, y otras cepas de
bacterias, empleando diversos medios liquidos. Los medios podrian abarcar
desde zumos, como en el caso del presente trabajo, hasta productos lacteos,

licuados de vegetales,...

» Estudiar mediante microscopia el dafio causado en los microorganismos tras el
tratamiento de SC-CO,-HPU.

» En cuanto al producto tratado, seria conveniente evaluar todos los parametros
de calidad (compuestos fendlicos, capacidad antioxidante, °Brix, pH, nube,
indice browning, color y acidez titulable) del producto tratado tras su

almacenamiento refrigerado.

» Evaluar el sistema como un posible método que permita la inactivaciéon

enzimatica en diferentes productos.
» Determinar el efecto de la técnica desarrollada sobre las propiedades

organolépticas de los zumos tratados, mediante el analisis sensorial de las

muestras.
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