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RESUMEN

La tecnologia de Altas Presiones Hidrostaticas (APH) es la tecnologia no
térmica de conservacion de alimentos méas desarrollada comercialmente,
caracterizada por conseguir niveles de inactivacion de microorganismos vy
enzimas, semejantes a los conseguidos mediante pasterizacion térmica,
preservando en mayor medida las propiedades sensoriales y nutritivas del
producto. Para conseguir esta inactivacion se utilizan niveles de presion que
varian entre 100-800 MPa (Mega Pascal) con tiempos relativamente cortos
(en orden de segundos a varios minutos), en combinacion de temperatura
moderada (20-50°C). En el presente estudio, la levadura Rhodotorula glutinis
y el moho Penicilium aurantiogriseum, alteradores de la vida util de
productos alimenticios, fueron tratados utilizando presiones de 200, 300,
350 y 400 MPa por un tiempo entre 1 a 15 minutos. Los resultados obtenidos
muestran que tanto R. glutinis como P. aurantiogriseum son sensibles a los
tratamientos por APH. Los resultados indican que presiones de 350 MPa - 5
minutos permiten alcanzar un nivel maximo de inactivacion de 5.91+0,28
ciclos logaritmicos para R. glutinis, y de 5.20+0,08 ciclos logaritmicos, para
P. aurantiogriseum, con una presion de 400 MPa - 3 minutos en el medio de
referencia, agua de peptona al 0.1%, con variacion en las concentraciones
de cloruro de sodio de (0,1-0,5-0,8%) y pH de 6.5. Las curvas de
inactivacién se ajustaron al modelo de distribucion de Weibull. Este modelo
permite ajustar curvas de inactivacién no logaritmicas, es decir con hombros
0 con colas

PALABRAS CLAVE: Altas presiones, R. glutinis, P. aurantiogriseum, cloruro
sadico, cinéticas de inactivacion.

RESUM

La tecnologia d'Altes Pressions Hidrostatigues (APH) és la tecnologia no
termica de conservacio d'aliments més desenvolupada comercialment,
caracteritzada per aconseguir nivells d'inactivaci6 de microorganismes i
enzims, semblants als que assolim mitjancant pasteuritzacio térmica,
preservant en major mesura les propietats sensorials i nutritives del
producte. Per aconseguir esta inactivacié s'utilitzen nivells de pressio que
varien entre 100-800 MPa (Mega Pascal) amb temps relativament curts (en



ordre de segons a diversos minuts), en combinaci6 amb temperatura
moderada (20-50 ° C). En este estudi, el llevat Rhodotorula glutinis i la
floridura Penicillium aurantiogriseum, alteradors de la vida util de productes
alimentaris, van ser tractats utilitzant pressions de 200, 300, 350 i 400 MPa
per un temps entre 1 a 15 minuts. Els resultats obtinguts mostren que tant
R. glutinis i P. aurantiogriseum sén sensibles als tractaments per APH. Els
resultats indiquen que pressions de 350 MPa - 5 minuts permeten assolir un
nivell maxim d'inactivacié de 5.91 + 0,28 cicles logaritmics per R. glutinis,
aconseguint una inactivacio maxima de 5.20 + 0,08 cicles logaritmics, per P.
aurantiogriseum, amb una pressio de 400 MPa - 3 minuts en el medi de
referencia, aigua de peptona al 0.1%, amb variacié en les concentracions de
clorur de sodi (0,1-0,5-0,8%) i pH de 6.5. Les corbes d'inactivacié es van
ajustar a un model no linial: el model de distribucié de Weibull.

PARAULES CLAU: altes pressions, R. glutinis, P. aurantiogriseum, clorur de
sodi, cinétiques d’inactivacié.

ABSTRACT

The technology of High Hydrostatic Pressure (HHP) is the non-thermal food
technology more commercially developed, that has been characterized by
means the achievement of microbial and enzymatic inactivation levels close
to thermal pasteurization ones, preserving sensory and nutritional properties
of the processed products. To achieve this level of inactivation it is used a
pressure level in the range [100-800] MPa (Mega Pascal) with short
treatment times (in order of seconds to several minutes), combined with
moderate temperature (20-50°C). In the present study, the yeast Rhodotorula
glutinis and the mold Penicillium aurantiogriseum, spoilage microorganisms
responsible of the alteration of the product quality and the reduction of its
shelf life, were treated by HHP at pressure levels of 200, 300, 350 and 400
MPa and treatment times from 1 to 15 minutes. The obtained results shown
that both, R. glutinis and P. aurantiogriseum, are sensitive to HHP applied
treatments. HHP treatment of 350 MPa - 5 min leads to a maximum
inactivation level of 5.91 + 0.28 log,g cycles for R. glutinis, achieving a
maximum of 5.20 + 0.08 log,q cycles for P. aurantiogriseum, with HHP
treatment of 400 MPa - 3 min in reference media, buffered peptone water
0,1%, at concentration of sodium chloride in the range 0,1-0,8% and pH 6,5 .
Inactivation kinetics were fitted to the Weibull distribution function. This model
fits non logarithmic curves, i.e shoulder or tailed curves.

KEYWORDS: High pressure, R. glutinis, P. aurantiogriseum, sodium chloride,
inactivation kinetics.



INTRODUCCION

Actualmente los consumidores requieren una mayor calidad y seguridad en
los alimentos que adquieren. Para satisfacer estas demandas la industria
agroalimentaria ha mejorado sus procesos de conservacion por calor, tales
como los tratamientos continuos HTST, UHT y el envasado aséptico. A
pesar de estas mejoras los productos alimenticios siguen presentando
pérdidas en su calidad final. Debido a la elevada demanda por parte de los
consumidores en los ultimos afios de productos minimamente procesados,
que conserven en gran medida las caracteristicas de seguridad,
nutricionales y de sabor, todo esto con una larga vida utl de
almacenamiento (Chevalier et al., 2001), se hace necesario aplicar nuevas
tecnologias que logren obtener productos de alta calidad que cumplan con
las necesidades del mercado actual.

Durante los ultimos afios se han desarrollado diferentes tecnologias de
conservacion que han tratado de dar respuesta a las demandas del
consumidor: alimentos microbiol6égicamente seguros, larga vida util y de
mayor calidad. Dentro de este grupo podemos encontrar las denominadas
‘tecnologias no térmicas de conservacion’, que son aquellas que no utilizan
la temperatura como principal forma de inactivacion de microorganismos y
enzimas. Si bien es cierto que en la mayoria de estos tratamientos se
produce un leve incremento de la temperatura, este nunca llega a ser tan
elevado como en un tratamiento térmico. Entre estas nuevas tecnologias se
encuentran los campos magnéticos oscilatorios, pulsos eléctricos de alta
intensidad, ultrasonidos de alta intensidad, la irradiacion y las altas presiones
hidrostaticas (APH). En respuesta a esa continua necesidad de mejora en
calidad y seguridad de alimentos, por parte de investigadores y productores,
la tecnologia de APH ha demostrado, en el procesado de alimentos solidos y
liquidos, envasados o no, que es capaz de preservar en gran medida las
propiedades sensoriales y nutritivas a temperatura ambiente, presentando
niveles adecuados de inactivacion de microorganismos y enzimas.

El objetivo principal de estas nuevas tecnologias no térmicas es lograr
alimentos que conserven al maximo todas las caracteristicas de frescura y
sabor sin renunciar a la seguridad alimentaria. Es por esto que las Altas
Presiones Hidrostaticas estan adquiriendo una gran relevancia en los ultimos
afios como alternativa al tratamiento térmico en el procesado, por ejemplo,
de productos carnicos loncheados, ostras crudas, jaleas de fruta y
mermeladas, zumos de fruta, alifios para la ensalada, calamar crudo,
pasteles de arroz, higado de pato, jamén y guacamole, plantos preparados,
entre otros, ya que se han obtenido resultados importantes en inactivacion
de microorganismos y enzimas sin alterar su calidad final (Polydera et al.,
2003). Todo ello hace de las APH, la tecnologia no térmica de conservacion
de alimentos mas desarrollada comercialmente, con muy buena aceptacion
por parte de los consumidores, que valoran las caracteristicas



organolépticas de los productos tratados por presion, ya que los asocian a
productos naturales y con muy poca transformacion.

Para conseguir esta inactivacion se utilizan presiones que varian entre 100-
800 MPa (Mega Pascal) con tiempos relativamente cortos (en orden de
pocos segundos a varios minutos) y en combinaciébn con temperatura
moderada (20-50°C). Las condiciones de procesado dependen
principalmente del alimento a tratar, por lo que esta tecnologia es todavia
ineficaz con algunas clases de microorganismos esporulados, ya que estos
presentan una extrema resistencia a las altas presiones (Ratphitagsanti et
al., 2009; Barbosa et al., 1999).

En cuanto al tipo de microorganismos tratados con APH, mohos y levaduras
son los méas sensibles, seguidos por las Gram negativas con una
sensibilidad media y por ultimo las Gram positivas, con una mayor
resistencia (Smelt, 1998). Aunque actualmente no se conoce realmente
como se lleva la inactivacion de los microorganismos, se ha determinado
como causa principal, las alteraciones morfoldgicas, coagulacién de la
proteina citoplasmatica y liberacién de constituyentes intracelulares fuera de
la célula. En especial se producen cambios a nivel de pared celular,
dependiendo directamente de la etapa de desarrollo en la que se encuentre
el microorganismo, ya que las células en fase logaritmica presentan una
mayor sensibilidad a las APH, mas que aquellas en fase estacionaria. Esto
debido a que en la en la primera fase se encuentran en division celular y por
tanto la membrana es mas sensible a los factores externos (Barbosa et al.,
1999; Amiali, 2007)

Aunque existen bastantes estudios en relacion al efecto de las Altas
Presiones Hidrostaticas sobre bacterias, la informacion referente a mohos y
levaduras es relativamente escasa. Estos microorganismos frecuentemente
alteran cereales, vegetales minimamente procesados, derivados lacteos
como: mantequilla, yogur, queso fresco, entre otros (Evert-Arriagada et al.,
2012; Rosaria-Corbo et al.,2001) El queso fresco al ser un alimento de
consumo masivo y que cuenta con propiedades fisicoquimicas especiales
como un pH cercano a la neutralidad, una actividad de agua elevada 0,97,
humedad relativa alta, con lo anterior resulta de gran interés para ser
estudiado aplicando las Altas presiones Hidrostaticas.

El propdsito de este estudio fue evaluar el efecto de las Altas Presiones
Hidrostaticas (APH), en la inactivaciéon de mohos y levaduras alteradores
que disminuyen la vida utili de productos alimenticios (Penicillium
aurantiogriseum, Rhodotorula glutinis), en condiciones de tratamiento
equivalentes a las de pasteurizacion térmica (niveles de inactivacion
microbiana = 5 ciclos logip).



MATERIALES Y METODOS
Cultivos microbianos

Las cepas de microorganismos P. aurantiogriseum y R. glutinis, utilizados
para realizar este estudio, se obtuvieron a partir de aislamientos ambientales
industriales aportadas por el Departamento de ciencias de los alimentos,
Grupo de fisiologia y biotecnologia de postcosecha del Instituto de
Agroquimica y tecnologia de alimentos (IATA). Estas cepas se utilizaron ya
gue presentaban caracteristicas propias al proceso productivo industrial.

La levadura R. glutinis se cultivd en superficie en medio solido Potato
Dextrose Agar (PDA, Scharlab Chemie S. A.,Barcelona, Espafia) por 3 dias
a 25°C, las colonias se recuperaron en agua petonada al 0.1% una vez
recuperadas, el inoculo se estandarizé utilizando recuento en placa y conteo
en camara de Neubauer (Brand®, Wertheim, Alemania). Con una
concentracion final de 1x10° ufc/ml

En cuanto a las esporas de P. aurantiogriseum, se obtuvieron después de
incubar 5 dias a 25°C en medio solido Potato Dextrose Agar (PDA, Scharlab
Chemie S. A., Barcelona, Espafa). Las esporas se recuperaron en agua
desionizada estéril, y la suspension fue filtrada posteriormente utilizando
papel de filtro con tamafa de poro de 25um, con el fin de remover los restos
de micelios. Una vez recuperadas, el inoculo se estandarizé utilizando
recuento en placa y conteo en cadmara de Neubauer (Brand®, Wertheim,
Alemania). Con una concentracion final de 1x10° ufc/ml

Medio de referencia

Como sustrato de estudio se utilizé agua de peptona tamponada al 0.1%
(Scharlab Chemie S. A.,Barcelona, Espafia). Los estudios se realizaron para
concentraciones de Cloruro de sodio de 0% (control), 0,1, 0,5, y 0,8%, a un
pH de 6,5.

Una vez estandarizado cada uno de los in6culos con concentracion conocida
1x10°, se distribuy6 30 ml del medio de referencia en bolsas de polietileno
metalizadas y se termo-sellaron inmediatamente, el medio presentaba
diferentes concentraciones de Cloruro de sodio y cada uno de los
microorganismos se tratd por separado (R. glutinis, P. aurantiogriseum),
cada tratamiento se realizé por triplicado.

Tratamiento APH

Para cada tiempo y presion se utilizaron tres muestras independientes
situadas en las bolsas de polietieno metalizadas y termo-selladas
(MULTIVAC, Thermosealer) después de esto se depositaron en el equipo
de APH. El tratamiento se realizd utilizando una mezcla de agua con
etilenglicol como agente presurizante, la temperatura se controlo utilizando
una camisa de refrigeracion, conectada a un criostato para controlar la
temperatura constante durante el experimento con una temperatura maxima
de tratamiento de 32 °C (inicial de 20°C).



La presion, temperatura y el tiempo de tratamiento se controlaron
autométicamente, el tiempo de despresurizacion fue menor a 1 minuto en
todas las experiencias. Las presiones utilizadas para tratar el medio de
referencia fueron de 200, 300, 350 y 400 MPa por un tiempo entre 1 a 15
minutos

Andlisis microbiolégico

Tras el tratamiento, se realizaron diluciones seriadas en agua peptonada al
0.1% estéril (Scharlab Chemie S. A., Barcelona, Espafia), que se sembraron
en profundidad por triplicado en agar potato dextrosa con adicion de
Cloranfenicol (Scharlab Chemie S. A.,Barcelona, Espafia). Para levaduras y
mohos se realiz6 una incubacion de 3-5 dias, respectivamente, a 25°C.

Cinéticas de inactivacion por APH

El modelo de distribucion de Weibull ha sido extensamente aplicado para
describir el comportamiento microbiano al tratamiento por tecnologias
térmicas (Fernandez et al.,, 2002; Collado et al., 2003) y no térmicas de
conservacion (Coroller et al., 2012), tanto en media de referencia (Pina-
Pérez et al., 2007) como en matrices reales (Elez-Martinez et al., 2007;
Igual et al., 2013). Este modelo consiste en una distribucion de frecuencias
que considera al microorganismo como una poblacién, donde cada individuo
tiene una resistencia al tratamiento, por lo tanto las curvas de inactivacion
representan la distribucion de la resistencia del conjunto de la poblacion al
tratamiento. Bajo esta perspectiva es mas facil explicar que no exista una
relacion lineal entre el tiempo de tratamiento y la muerte del
microorganismo. Aparte de su sencillez, se trata de un modelo de gran
flexibilidad, adecuado en la interpretacion de curvas con hombros y colas,
y lineas rectas. Esta distribuciéon ha servido para describir curvas de
inactivacion por calor y por PEAI (Rodrigo et al., 2003, Sampedro et al.,

2006) (ver Ecuacién 1)
S(t) = exp[— [%)n] (1)

donde S es la fraccion de supervivientes, t es el tiempo de tratamiento
expresado en minutos, b es el parametro de escala expresado en
MPa relacionado con la intensidad del tratamiento y n es el parametro
de forma, cuyo valor depende de la forma de la curva de supervivencia.
Cuando el valor de n<1 las curvas de supervivencia presentan colas, es
decir, la fraccién residual de células que quedan por inactivar a
tiempos largos, tienen menos probabilidades de morir, son las mas
resistentes, o las que mejor se han adaptado al estrés producido por los
tratamientos. Cuando el valor de n>1, las curvas de supervivencia
presentan hombros indicando que para tiempos cortos de tratamiento las
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células son resistentes, hasta un punto en el que tiempos mas largos de
tratamiento, se traducen en niveles mayores de inactivacion. En el caso que
el valor de n=1 la probabilidad que el microorganismo muera no depende
del tiempo de tratamiento, en otras palabras, cada célula es igual de
sensible al tratamiento sin importar lo que dure el mismo.

Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de la presién, tiempo y la concentracién de cloruro de
sodio en la inactivacion microbiana de R. glutinis y P. aurantiogriseum, se
realiz6 andlisis multifactorial de la varianza (ANOVA) y comparacién multiple
de medias, con un nivel de confianza del 95%, utilizé la distribucion de
Fisher (L.S.D) para contrastar la igualdad de varianzas. Los datos
experimentales se ajustaron a modelos matematicos de regresion no lineal,
como se mostrdo anteriormente. Todos los datos estadisticos fueron
analizados con Statgraphics centurion XV, StatPoint, Inc.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto APH sobre Rhodotorula glutinis en medio referencia agua de
peptona tamponada

En la figura 1 se presentan las curvas de supervivencia para Rhodotorula
glutinis tratada por APH en medio de referencia. Ambos parametros de
proceso, Presion (P, MPa) y el tiempo de tratamiento (t, min) afectan
significativamente (p < 0.05) los niveles de inactivacion alcanzados. A
medida que se incrementa la presién de tratamiento, aumenta la inactivaciéon
obteniendo una inactivacion maxima de 5.91+0.28 ciclos logaritmicos a una
presion de 350 MPa - 5 min, temperatura inicial de tratamiento 20°C
(temperatura final 32°C), pH 6.5, independientemente de la concentracion de
cloruro sédico afiadida al medio. Ademés, para cada nivel de presion,
observamos la influencia del tiempo de tratamiento, con caidas rapidas a
tiempos cortos (1 ciclo logio (200 MPa - 5 min); 4.50 ciclos logio (300 MPa -
3 min); 4 ciclos logip (350 MPa - 1 min)), que dan lugar a la aparicién de
colas a tiempos largos. Este fenbmeno en cinéticas de inactivacion
microbiana ha sido ampliamente observado por diversos autores en el
tratamiento con tecnologias térmicas y no térmicas de conservacion (Pina-
Pérez et al., 2007; Chen y Hoover, 2004; Torres et al., 2008)
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FIGURA 1. Inactivacion de R. glutinis en agua de peptona a diferentes tiempos,
concentraciones de NaCl (A) 0,1%, (B) 0,5%, (C) 0,8% y presiones (+) 200, (m) 300,
(A) 350 MPa, pH: 6.5 y temperatura de tratamiento de 20°C,

En cuanto al efecto de la concentracion de cloruro de sodio en el medio de
referencia, no se evidenciaron diferencias significativas (p>0.05) en los
niveles de inactivacion alcanzados para cada una de las concentraciones
estudiadas, a las diferentes presiones y tiempos de tratamiento. Por tanto no
se presenta una interaccion directa entre el aumento de la presion y la
concentracion de cloruro de sodio, como se puede observar en la figura 2,
para los tiempos de 3 y 5 minutos comunes a todos los tratamientos. Estos
resultados coinciden con estudios previos con bacterias donde se concluye



gue no existe una interaccion entre las bajas concentraciones de cloruro de
sodio y el tratamiento de por altas presiones. Entre ellos, destaca el
publicado por Duranton et al., (2012) donde se observa que para
concentraciones de 1,5 a 3 % de cloruro sédico en combinacién con
tratamiento de APH de 350 MPa - 6 min(20 °C) no generan una reduccion
significativa de la carga inicial de microorganismos.
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FIGURA 2. Efecto del cloruro de sodio en el tratamiento de altas presiones, en la
inactivacion de R. glutinis en medio de referencia agua de peptona a tiempos (m) 3,
(A) 5 minutos y concentraciones de NaCl (A) 0,1%, (B) 0,5%, (C) 0,8%, pH: 6,5,
temperatura de tratamiento de 20°C.



Modelizacién Matematica

Las curvas de supervivencia a las APH para la levadura Rhodotorula glutinis,
tratada bajo las diferentes condiciones en estudio presentan colas como se
ha comentado previamente. El modelo de Weibull fue seleccionado de
acuerdo a bibliografia (Donsia et al., 2012; Pina-Pérez et al., 2012), como
modelo adecuado en la descripcion del comportamiento microbiano bajo el
efecto de las APH en cinéticas que presentan tanto hombros como colas
(presente estudio). En la tabla 1 se incluyen los valores de los parametros
cinéticos del modelo (b y n), asi como los indicadores de la bondad del
ajuste (R*-ajustado y MSE). Como se puede observar en la tabla 1, el
parametro b del modelo de Weibull, presenta un aumento a medida que se
incrementa la intensidad de tratamiento, indicador de la resistencia de la R.
glutinis frente al tratamiento por APH. Niveles mayores de b, indican una
mayor rapidez en la inactivacion celular, y por tanto una mayor sensibilidad
de las células bajo condiciones més intensas de tratamiento. El parametro
de forma, n, resulté en todo caso <1, indicando la concavidad de las curvas
de supervivencia obtenidas. Para un mismo nivel de presion, incrementos
considerables en el tiempo de tratamiento, no se traducen en incrementos
significativos en el nivel de inactivacion, evidenciando la existencia de sub-
poblaciones supervivientes y mas resistentes a los tratamientos, de acuerdo
a estudios previos llevados a cabo por Peleg (2000) y Buzrul et al. (2005).

TABLA 1. Valores del parametro b y n del modelo de Weibull, valores de R*
ajustado y MSE en las curvas de supervivencia de R. glutinis a diferentes
presiones

Presion Concentracioén Weilbull

Mpa % NaCl b N R-Squared MSE
0,1 0,2975 0,6617 90,1005 0,0498

200 0,5 0,3820 0,5390 90,1526 0,0422
0,8 0,3821 0,4642 98,9810 0,0027
0,1 3,0958 0,2081 99,5295 0,0227

300 0,5 3,2082 0,2257 98,5747 0,0810
0,8 3,2231 0,2080 99,8787 0,0064
0,1 3,6493 0,2539 99,2317 0,0396

350 0,5 3,6141 0,2881 98,9093 0,0610
0,8 3,7954 0,2104 99,3990 0,0296

La figura 3 muestra el ajuste al modelo de Weibull de los datos
experimentales obtenidos a 350MPa y concentracion 0,5% de NaCl.
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FIGURA 3. Ajuste de datos experimentales al modelo de Weibull para presién de
350MPa y concentracion de NaCl 0.5%

Los valores del pardmetro b de Weibull para R. glutinis a diferentes presiones y
concentraciones de NaCl presentan una tendencia lineal, evidenciando que un
incremento en la presion de tratamiento, aumenta la inactivacién microbiana, esto a
todas las concentraciones de cloruro de sodio estudiadas y adicionadas al medio de
referencia.

0,8

Log b

2[;0 ZISD S{IJO 3‘5{]
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FIGURA 4. Ajuste lineal del logaritmo del parametro b del modelo de Weibull, a
concentraciones de NaCl (¢) 0,1%, (m) 0,5%, (A) 0,8%, a las presiones de
tratamiento

Se calculé el valor z de presion (zp), definido como la inversa negativa de la
pendiente de la recta que enfrenta el log;o de b frente a la Presion (figura 4). Los
valores de zp se presentan en la tabla 2, siendo necesario incrementar el nivel de la
Presion en 140 MPa para disminuir 1 unidad el logaritmo de b. En estudios
anteriores realizados por Basak et al. (2002) y Zook et al. (1999) con
Saccharomyces cerevisiae en diversas matrices como zumo de manzana, buffer
fosfato y zumo de naranja, a un pH de 5, se obtuvieron valores de zp de 115, 120 y
135 MPa respectivamente, datos similares a los obtenidos en el presente estudio.
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TABLA 2. Valor z de presion (zp) para R. glutinis a presiones de 200, 300, 350MP
y concentraciones de 0,1, 0,5, 0,8 % NaCl a temperatura de tratamiento de 20°C.

Concentracion NaCl

(g/100ml) Valor zp
0,1 129,8701
0,5 144,9275
0,8 142,8571

Efecto altas presiones Hidrostéaticas sobre P. aurantiogriseum en medio
referencia agua de peptona tamponada

En cuanto al tratamiento con APH para las esporas de P. aurantiogriseum se
observd que estas presentaban una mayor resistencia a las altas presiones
que las levaduras tratadas anteriormente, ya que a tratamientos de 200-300
MPa se produjo Unicamente una ligera reduccién cercana a 1 ciclo
logaritmico (Figura 5). La inactivacion se increment6 a partir de los 350MPa
para todas las concentraciones de NacCl, con un valor promedio maximo de
4.5 ciclos logaritmicos de inactivacion a un tiempo de 10 minutos. Sin
embargo al incrementar la presion a 400MPa la viabilidad de las esporas de
P. aurantiogriseum se redujo drasticamente. Niveles de inactivacion de 4
unidades logaritmicas se alcanzaron para 400 MPa - 1 min, aumentando el
nivel de inactivacion al incrementar el tiempo de tratamiento, hasta un
maximo de 5.20%0,08 unidades logaritmicas tras 3 minutos de tratamiento a
400 MPa.

Estudios previos en relacion a la resistencia de esporas de Penicillum spp.
tratadas por APH han sido publicadas por otros autores (Akdemir Evrendilek
et al., 2008; Voigt et al., 2010), alcanzando niveles maximos de inactivacion
de 3 a 6 ciclos logio bajo condiciones (300 MPa - 5 min, 25°C, pH 4,9) (600
MPa — 10 min, 20°C, pH 4,5) respectivamente, de acuerdo a estudios
previamente publicados por O'Reilly et al., 2000, donde se demostraba el
efecto del tratamiento por APH sobre la cepa de P. roqueforti en diversas
matrices, aunque con tiempos de tratamiento relativamente elevados (=20
minutos), alcanzando niveles maximos de inactivacion de 6 ciclos logio. En
la presente investigacion los resultados han sido similares, mostrando una
reduccion = 6 ciclos log;o para la presién de 400MPa, incluso con tiempos de
tratamiento muy inferiores a 20 minutos. Sin embargo, cuando se incremento
el tiempo, y superd los 3 minutos, no produjo una mayor reduccion celular
qgue la obtenida con el tratamiento de 400 MPa a 3 minutos (curvas de
superviviencia con colas), con una temperatura inicial de tratamiento de
20°C.
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FIGURA 5. Inactivacion de P. aurantiogriseum en agua de peptona a diferentes
tiempos, concentraciones de NaCl (A) 0,1%, (B) 0,5%, (C) 0,8% y presiones (¢)

200, (m) 300, (A) 350 (x) 400 MPa, a temperatura de tratamiento de 20°C
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En cuanto al efecto de la concentracion de cloruro de sodio en el medio de
referencia, se observan resultados similares a los obtenidos con la levadura
R. glutinis, evidenciando nuevamente que no existen diferencias
significativas (p>0.05) en los niveles de inactivacion alcanzados por APH,
para cada una de las concentraciones de cloruro de sodio estudiadas, a las
diferentes presiones y tiempos de tratamiento. Por tanto no se presenta una
interaccion directa entre la concentracion de cloruro de sodio, y la
disminucién de la carga microbiana; como se puede observar en la figura 6,
para los tiempos de 3 y 5 minutos comunes en todos los tratamientos.

Segun los estudios publicados por Koseki et al. (2007) el efecto
baroprotector del cloruro sodico se presenta en concentraciones superiores
al 15%, llegando incluso a neutralizar por completo el efecto de las altas
presiones hidrostaticas. Con lo expresado anteriormente se confirma que el
cloruro sddico a bajas concentraciones, como las utilizadas en el presente
estudio [0,1-0,8%], en medio de referencia no presenta un efecto
baroprotector.
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FIGURA 6. Efecto del cloruro de sodio en el tratamiento de altas presiones, en la
inactivaciéon de P. aurantiogriseum en medio referencia agua de peptona a
tiempos (m) 3, (A) 5 minutos y concentraciones de NaCl (A) 0,1%, (B) 0,5%, (C)
0,8% a temperatura de tratamiento de 20°C.
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Modelizacién Matemaéatica

Al igual que en el tratamiento anterior los datos experimentales se ajustaron
a diferentes modelos matematicos de acuerdo a estudios bibliograficos (Van
Boekel, 2002; Peleg, 2000; Xiong et al., 1999; Bigelow, 1921) (datos no
mostrados). La eleccibn del modelo a utilizar se basé en 3 criterios
fundamentales: (i) adecuacion del modelo a los datos experimentales
(bondad del ajuste); (ii) simplicidad del modelo; (iii) versatilidad del modelo.
De acuerdo a estos criterios, el modelo de Weibull, capaz de ajustar curvas
lineales, concavas (con colas) y convexas (con hombros), proporcioné el
mejor ajuste a los datos experimentales. Como se puede observar en la
tabla 3 el parametro b del modelo de Weibull, presenta un aumento a
medida que se incrementa la intensidad de tratamiento. Por lo tanto, este
parametro se puede considerar como un parametro cinético en la
inactivacién de la P. aurantiogriseum por APH. Por otra parte se observé
gue a medida que se incrementaba la presion, el parametro b aumentaba de
forma paulatina, indicando mayor rapidez en la inactivacion de las esporas.
En cuanto a los valores de n se observo que en todos los casos eran <1,
indicando la concavidad de las curvas, con la existencia de colas, esporas
supervivientes a tiempos largos, que pueden ser mas resistentes a los
tratamientos.

TABLA 3. Valores del pardmetro b y n del modelo de Weibull, valores de R-
squared y MSE en las curvas de supervivencia de P. aurantiogriseum a
diferentes presiones

Presién Concentracion Weilbull

Mpa % NaCl b N R-Squared MSE
0,1 0,1095 0,6626 93,7592 0,0045

200 0,5 0,2533 0,2089 99,0282 0,0003
0,8 0,4127 0,1005 99,5024 0,0002
0,1 0,7634 0,1842 98,5657 0,0038

300 0,5 1,0961 0,0175 99,8030 0,0005
0,8 0,9562 0,0729 99,8803 0,0003
0,1 1,8039 0,4030 96,1759 0,1753

350 0,5 1,7506 0,4145 95,5619 0,2051
0,8 1,5848 0,4580 96,5225 0,1634
0,1 4,0497 0,1850 99,1195 0,0465

400 0,5 4,2096 0,1563 99,3316 0,0353
0,8 4,0522 0,1649 99,7675 0,0115

Para la cinética de inactivacion de P. aurantiogriseum a diferentes presiones y
concentraciones de NaCl, el pardmetro b del modelo de Weibull presentd una
tendencia lineal (Figura 7), demostrando que un incremento en la presién de
tratamiento, incrementaba la velocidad de inactivacion microbiana, esto se observé
para todas las concentraciones de cloruro de sodio estudiadas.
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FIGURA 7. Ajuste lineal del logaritmo del parametro b del modelo de Weibull (logso
b), a concentraciones de NaCl (¢) 0.1%, (m) 0.5%, (A) 0.8%, a las presiones de
tratamiento estudiadas.

Igualmente se realizé el célculo del valor zp, este se define como la inversa
negativa de la pendiente de la recta enfrentando el log,q de b frente a la Presién de
trabajo (figura 7). Los valores de zp se presentan en la tabla 4, siendo necesario
incrementar el nivel de la Presién en 187 MPa para disminuir 1 unidad el logaritmo
de b.

Por tanto al realizar la comparacion de los valores de zp obtenidos para los dos
microorganismos, se demuestra una mayor sensibilidad de la levadura R. glutinis
(Z=140) con respecto a las esporas de P. aurantiogriseum (Z=187) a temperatura
de 20°C y pH de 6,5 para los diferentes tratamientos con APH. Sin embargo en
estudios realizados por O’Reilly et al. (2000) con esporas de P. roqueforti IMI
297987 en una matriz alimentaria, queso a pH 5,2, se obtuvo un valor zp= 95
MPa, siendo inferior al obtenido en el presente estudio. Estas diferencias en el valor
z de presibn pueden ser debidas a varios factores: la matriz, el pH y a las
caracteristicas propias de las cepas utlizadas, ya que las cepas aisladas de
alimentos o de muestras ambientales presentan generalmente una mayor
baroresistencia que aquellas que provienen de cultivos tipo (Cheftel, 1995)

TABLA 4. Valor z de presion (zp) para P. aurantiogriseum a presiones de 200,
300, 350, 400MP y concentraciones de 0.1, 0.5, 0.8 % NaCl a temperatura de
tratamiento de 20°C.

Concentracion

NaCl (g/100ml) Valor Z,
0,1 142,8571
0,5 166,6667
0.8 250
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CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que los tratamientos con altas presiones
hidrostaticas en torno a los 350 - 400 MPa son efectivos para controlar la
presencia de microorganismos alteradores como R. glutinis y
P. aurantiogriseum, respectivamente, a temperatura de 20°C. En cuanto al
efecto del cloruro sddico en el tratamiento con APH, no se evidenciaron diferencias
significativas en los niveles de inactivacién alcanzados por APH para cada una de
las concentraciones estudiadas (0,1-0,5-0,8%), y para todos los tratamientos
(P-t), por tanto se puede concluir, que en nuestro estudio, la concentracion
de cloruro sédico no puede considerarse como un factor adicional de control
para R. glutinis y P. aurantiogriseum tratadas por APH.

El modelo de Weibull presentd un buen ajuste a los datos experimentales de
inactivacion en medio de referencia. Los pardmetros cinéticos del modelo,
nos proporcionan informacion sobre el comportamiento del microorganismo,
asi como de los parametros de proceso (P, t) y de sustrato (adicion de NacCl)
mas influyentes en la sensibilidad/resistencia microbiana. En estudios
posteriores seria de gran interés validar el modelo ajustado al tratamiento de
células de R. glutinis y P. aurantiogriseum en sustrato real (por ejemplo, en
queso de bajo contenido en sal) y no s6lo para microorganismos alteradores,
sino también patdgenos.

El presente estudio contribuye al estado del conocimiento en cuanto al futuro
procesado por APH de productos sensibles a procesos térmicos tipicos de
pasteurizacion, en cuanto a preservar la calidad del producto tratado y
prolongar su vida util.
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