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RESUMEN

La tecnologia de Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad (PEAI) es una
técnica de conservacion no térmica que ha demostrado ser eficaz
preservando las caracteristicas propias de los alimentos, y reduciendo en
gran medida los niveles de microorganismos y enzimas alterantes en el
producto. Se ha demostrado que el tratamiento mediante PEAI es mas eficaz
al combinarse con temperaturas moderadas (20-50°C). En este estudio, se
evalué la capacidad de la tecnologia de PEAI frente a dos tipos de
microorganismos presentes en zumos de naranjas, Escherichia coli O157:H7
(CECT 516) y Zygosaccharomyces rouxii (CECT 10312), patégeno y
alterante respectivamente. Estos microorganismos se inocularon en una
concentracion de 1x10® ufc/mL en zumo de naranja pasteurizado, este se
tratd mediante PEAI a intensidades de campo de entre 25 y 40 kV/cm,
tiempos entre 20 y 500 us y temperaturas de 5, 25 y 40°C. Los resultados
obtenidos evidenciaron una reduccion significativa de la carga inicial
inoculada, siendo la maxima reduccion para E. coli O157:H7 de 3,760,066
unidades logaritmicas cuando se aplicaron 25 kV/cm, 340 ps con una
temperatura del bafio de 40°C. Sin embargo, para Z. rouxii, el tratamiento
mas efectivo fue de 35 kV/cm, 250 ps, 40°C, logrando una reduccion de
3,82+0,075 unidades logaritmicas frente a la muestra de zumo no tratada.

PALABRAS CLAVE: Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad, Escherichia coli,
Zygosaccharomyces rouxii, ascosporas, zumo de naranja.

RESUM

La tecnologia de Polsos Eléctrics d’Alta Intensitat (PEAI) es una técnica
de conservacié no térmica que ha demostrat ser eficac preservant les
caracteristiques propies dels aliments, i reduint en gran mesura els nivells de
microorganismes i enzims alterants en el producte. S’ha demostrat que el
tractament mitjancant PEAI és mes eficac al combinar-se amb temperatures
moderades (20-50°C). En aquest estudi, es va evaluar la capacitat de la
tecnologia de PEAI front a dos tipus de microorganismes presents en sucs



de taronja, Escherichia coli 0157:H7 (CECT 516) i Zygosaccharomyces
rouxii (CECT 10312), patogen i alterant respectivament. Aquest
microorganismes es varen inocular en una concentracié de 1x10° ufc/mL en
suc de taronja pasteuritzada i va tractar mitjancant PEAI a intensitats de
camp d’entre 25 i 40 kV/cm, temps entre 20 i 500 ps y temperatures de 5, 25
i 40°C. Els resultats obtinguts van evidenciar una reduccio significativa de la
carrega inicial inoculada, siguent la maxima reducci6é per a E. coli 0157:H7
de 3,76%0,066 unitats logaritmiques quan es van aplicar 25 kV/cm, 340 us
amb una temperatura del bany de 40°C. No obstant aix0, per a Z. rouxii, el
tractament mes efectiu va ser de 35 kV/cm, 250 us, 40°C, aconseguint una
reduccié de 3,82+0,075 unitats logaritmiques davant la mostra de suc no
tractada.

PARAULES CLAU: Polsos Eléctrics d’Alta Intensitat, Escherichia coli,
Zygosaccharomyces rouxii, ascospores, suc de taronja.

ABSTRACT

High Intensity Pulsed Electric Field (HIPEF) processing is a nonthermal
preservation treatment that has been proven to be effective in preserving
food characteristics, and reducing levels of spoilage microorganisms and
enzymes in product. Has been shown treatments are more effective when
combined with moderate temperatures (20-50°C). In this study were
evaluated the capacity of HIPEF versus two types of microorganisms which
are present in orange juice, Escherichia coli O157:H7 (CECT 516) and
Zygosaccharomyces rouxii (CECT 10312), pathogen and spoilage
respectively. These microorganisms were inoculated at a 1x10® cfu/mL
concentration in pasteurized orange juice sample and treated by HIPEF at 25
to 40 kV/cm field strengths, 20 to 500 us and 5, 25 and 40°C temperatures.
The results showed a significant reduction in the initial charge inoculated,
and the maximum reduction for E. coli O157:H7 of 3,76+0,066 log when 25
kV/cm, 340 ps applied and a bathe temperature of 40°C. However, to Z.
rouxii, most effective treatment was 35 kV/cm, 250 ps, 40°C, achieving a
3,82+0,075 log reduction compared with untreated juice sample.

KEY WORDS: High Intensity Electric Field, Escherichia coli,
Zygosaccharomyces rouxii, ascospores, orange juice.



INTRODUCCION

El zumo de naranja es uno de los zumo de frutas mas consumidos en
todo el mundo, en Estados Unidos, constituyen el 30-32% de la ingesta
total de frutas de la dieta (Meng et al., 2013), por lo que existe un gran
interés por parte de los consumidores para que este tipo de producto
conserve las caracteristicas sensoriales y nutritivas del zumo recién
exprimido (Bonilla, 2004). Por ello las empresas productoras de zumo de
naranja buscan aplicar nuevas tecnologias que les permitan adaptarse
mejor a las necesidades del mercado y preferencias de los
consumidores.

Actualmente los zumos se pasteurizan térmicamente a temperaturas
gue oscilan entre 80 y 100°C durante menos de un minuto, estos
procesos provocan alteraciones indeseables en el alimento tales como la
pérdida de sabor, aroma, vitaminas y caracteristicas fisicas propias del
zumo recién exprimido. En los ultimos afios se han desarrollado nuevas
tecnologias de procesado no térmico, como son las altas presiones
hidrostaticas, la irradiacion de alimentos, la aplicacion de pulsos de luz o
los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad (PEAI). Esta ultima tecnologia ha
demostrado ser eficaz preservando las caracteristicas del producto fresco
de varios alimentos liquidos a la vez que permite disminuir hasta unos
niveles deseables los microorganismos y la concentracion de enzimas
(Walking-Ribeiro et al., 2009).

La tecnologia de PEAI, es una técnica de conservacion no térmica
basada en la aplicacién de una diferencia de potencial sobre el alimento,
de forma que se crea una corriente eléctrica a través del producto. Esta
corriente eléctrica provoca un cambio de potencial en las membranas
celulares y consecuentemente una formacion de poros en la misma.
Cuando la formacion de estos poros es masiva y permanente se produce
la muerte del microorganismo por la dificultad de mantener el equilibrio
osmotico y la rotura celular. (Barbosa-Canovas et al., 2001). En esta
tecnologia se aplican pulsos eléctricos de intensidades de entre 10 y 80
kV/cm y tiempos de tratamiento cortos, entre 50 y 2000 ps. Teniendo en
cuenta que el uso de estos tratamientos tienen como finalidad evitar los
cambios fisico-quimicos provocados por las altas temperaturas del zumo,
a tal efecto se aplican tratamientos en los que la temperatura del
producto no supere los 60°C.

Segun diversos estudios (Rasgoti, 2003, Van Loey et al.,, 2002,
Espachs-Barroso et al., 2003) los tratamientos de PEAI consiguen una
inactivacion de diversos microorganismos patdgenos y alteradores. La
reduccion microbiana debida a los PEAI se ha relacionado directamente
con un aumento de la intensidad de campo del tratamiento (Bazhal et al.,
2006) y la temperatura (Hemawan et al., 2004). Sin embargo actualmente
no se cuenta con suficientes estudios que reflejen la eficacia de los
tratamientos con PEAI para la inactivacion de E. coli O157:H7 y Z. rouxii
esporulada en un medio acido como es el zumo de naranja.

E. coli O157:H7 es una cepa causante de toxiinfeccién alimentaria y
ha sido aislada en brotes importantes relacionados con los zumos de



frutas. Entre 1995 y 2005 se documentaron en EEUU cinco brotes de E. coli
0157:H7 directamente asociados con el consumo de este tipo de producto
(Vojdani et al., 2008). Por este motivo, resulta interesante su estudio en
relacion con los tratamientos de PEAI y una futura utilizacién en la industria
alimentaria.

Por otro lado, el género Zygosaccharomyces, es responsable del
deterioro de alimentos, especialmente jarabes y zumos de frutas debido a su
alto contenido en azucares. La contaminacion de alimentos por este tipo de
levadura produce crecimiento visible en superficie, fermentacién, aromas no
deseados, aparicion de burbujas y deformacion del empaquetado (Smith et
al., 2004). Dentro de este género, la especie Z. rouxii, es causante de las
mayores pérdidas en este tipo de productos, debido a que resiste acidos
débiles, presiones osmoticas extremas y tiene la capacidad de fermentar
azucares hexosas tal como indican James y Strafford (2003) lo que lo hace
resistente a los métodos de limpieza y desinfeccion utilizados generalmente
en las industrias alimentarias (Martorell-Guerola, 2006). Cabe destacar
también, que la temperatura minima de inhibicibn Z. rouxii en estado
vegetativo es de 47°C aproximadamente y que otras especies del género
Zygosaccharomyces han mostrado una mayor termotolerancia en medios
con una concentracion de glucosa elevada, como puede ser la matriz del
zumo de naranja, resistiendo algunas colonias hasta 70°C durante 20
minutos a concentraciones de glucosa de 3 a 3,5 M (Martorell et al., 2007).
Con todo esto, las ascosporas de Z. rouxii han mostrado se sensiblemente
mas resistente a los tratamientos por calor que las células vegetativas
(Jermini & Schimidt-Lorenz, 1987), sin embargo no ha sido publicada por el
momento informacién suficiente sobre el efecto que tienen los tratamientos
mediante PEAI sobre la tasa de inactivacion de ascosporas de esta
levadura.

Por todo lo expuesto anteriormente el proposito de este estudio fue
evaluar la capacidad de la tecnologia de PEAI en el control del patégeno E.
coli O157:H7 y el alterador Z. rouxii en zumo de naranja, determinando los
tratamientos mas efectivos de tiempo, temperatura e intensidad, para lograr
la inactivacion de estos microorganismos.

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se utlizO un zumo de naranja natural comercial
pasteurizado, refrigerado a 4°C sin pulpa. El zumo se filtr6 con un tamafio de
luz de 0,300 mm en condiciones de esterilidad y se conservé a 4°C. El pH
del zumo de naranja utilizado para el estudio fue de 3,71, este se midio
mediante un pH-metro modelo GLP-21(Crison, Espafia), en cuanto al valor
de la conductividad esta resultd ser 0,105+£0,079 S/m, la medida se llevo a
cabo con un conductimetro GLP-31 (Crison, Espafia).



Preparacién de los cultivos

Se parti6 de un criovial de la cepa de E. coli O157:H7 (CECT 516)
proveniente de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, con una
concentracion inicial de 1x10® ufc/mL. A este se le realizaron diluciones
seriadas y posteriormente se inoculé en un matraz que contenia 500 mL de
caldo Tryptic Soy Broth (TSB) (Scharlab Chemie S. A., Barcelona, Espafa).
Este caldo inoculado se incub6 a 37°C en agitacion a 70 r.p.m. durante ocho
horas con el fin de obtener células en fase estacionaria. Posteriormente, el
caldo se centrifug6é a 5000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C por duplicado, el
sobrenadante se elimind y se resuspendido el precipitado tras cada
centrifugacion con 100 mL TSB. Tras terminar la segunda etapa de
centrifugacion y adicionar nuevamente caldo TSB, se tomé 1 mL del
resuspendido y se deposité en crioviales con 1 mL de glicerol al 20 % en
TSB. Al finalizar este proceso, se obtuvieron crioviales a una concentracion
de 1,12x10® ufc/mL, estos se almacenaron a -80°C hasta la realizacién del
tratamiento.

En cuanto a la cepa de Z. rouxii (CECT 10312), esta provenia igualmente
de la Coleccion Esparfiola de Cultivos Tipo, y se siguié la metodologia
explicada anteriormente para preparar un stock homogéneo de células en
estado estacionario, aunque cabe resaltar que en este caso se utilizé caldo
Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) (1% extracto de levadura, 2% agua
de peptona 'y 2% glucosa) (Pribylova et al., 2007). El siguiente paso consistio
en la preparacion de un cultivo de Z. rouxii en esporulacion, para ello se
transfirio 1 mL del stock en fase estacionaria a un matraz que contenia 500
mL de caldo YPD, suplementado con 5 g de Acetato Potasico con la
finalidad de iniciar la esporulacion. Este caldo, se incub6é a 29°C con
agitacion continua de 100 r.p.m. durante 72 horas. Se prepararon un total de
50 crioviales cada uno con un volumen de 2 mL, cada criovial contenia 1 mL
de la suspension de células esporuladas a una concentracion final de
1,58x10% ufc/m y 1 mL de glicerol al 20% en caldo YPD. El conteo de
ascosporas del stock obtenido se valor6 mediante microscopia en una
camara de Neubauer (Brand®, Wertheim, Alemania), para comprobar la
presencia de esporas. La concentracion fue de 1x10° ascosporas de Z. rouxii
por vial.

Andlisis microbiolégico

Tras el tratamiento con PEAI, se tomaron muestras del zumo de naranja
en tubos estériles, y se realizaron diluciones seriadas en agua de peptona
estéril tamponada al 0,1 % (Scharlab Chemie S.A., Barcelona, Espafia),
estas diluciones se sembraron en placa en profundidad utilizando Potato
Dextrose Agar (PDA) (Scharlab Chemie S.A., Barcelona, Espafa)
suplementado con cloranfenicol (Scharlab Chemie S.A., Barcelona, Espafia)
e incubadas durante 5 dias a 25 °C para el recuento de Z. rouxii. El
Tryptocase Soy Agar (TSA) (Scharlab Chemie S.A., Barcelona, Espafia)
incubado durante 24+3h a 37 °C, se utiliz6 como medio para la deteccion del
crecimiento de células viables de E. coli O157:H7. Una vez terminada la



incubacion se llevo a cabo un recuento de forma manual en cada una de las
muestras. Los efectos de la inactivacion por tratamiento de PEAI se
expresaron como Logip N/No, donde Ny era el numero inicial de
microorganismos en el control no tratado y N correspondia al nimero de
células viables después del tratamiento por PEAL.

Determinacion de tratamientos y equipo de pulsos.

El equipo con el que se realizo el ensayo, OSU-4D (Ohio State University,
EEUU), permite un trabajo continuo con pulsos bipolares, una amplitud de
pulso de entre 1 y 20 kV/cm y una frecuencia de entre 40 y 4000 p.p.s.,
alcanzando una intensidad de campo eléctrico maxima de 40 kV/cm. Como
se observa en la figura 1, el equipo consta de un generador de voltaje, hasta
un maximo de 13 kV y una bomba que impulsa el zumo hacia las 8 camaras
de tratamiento. Una serie de tubos conectan la cAmara de tratamiento con el
bafio para mantener la temperatura del producto durante el procedimiento.
Las temperaturas del zumo durante el proceso son registradas mediante
unos termopares conectados a la entrada y la salida de las camaras.

FIGURA 1. Equipo de PEAI OSU-4D



Tratamientos por pulsos eléctricos

El zumo de naranja se inoculd en condiciones de esterilidad con las
cepas de E. coli O157:H7 o Z. rouxii, la matriz inoculada se mantuvo
refrigerada y en agitacion continua durante todo el tiempo que dur6 el
tratamiento. Las condiciones de tratamiento se detallan en la tabla 1 y fueron
realizados para las temperaturas del bafio de 5, 25 y 40°C para cada
intensidad de campo.

TABLA 1. Tratamientos de Pulsos Eléctricos aplicados. Bipolar 2 ps ancho.

25kV/cm 35kV/cm 40kV/cm

O us Ous O us
30 ps 30 us 30 us
60 us 60 us 60 us
120 us 120 us 80 us
180 us 180 us 100 us
240 us 200 ps 120 us
340 ps 220 ps 180 us
500 ps 250 ps

Cinéticas de inactivacion por PEAI

Se eligio el modelo de distribucion de Weibull por ser ampliamente
utilizado para describir curvas de inactivacion por PEAI, por su simplicidad y
por adaptarse adecuadamente, debido a su gran flexibilidad, a la
interpretacion de curvas inactivacion no logaritmicas (Pataro et al., 2011,
Saldafa et al., 2010 y Sampedro et al., 2006). EI modelo consiste en una
distribucion de frecuencias que valora al microorganismo como una
poblacién, donde cada individuo posee una resistencia al tratamiento
diferente, por lo que las curvas de inactivacion representaran la distribucion
de la resistencia del conjunto de la poblacion al tratamiento (Ecuacion 1).

S(t) =exp (— (%)n) (1)

Donde S es la fraccion de microorganismos supervivientes, t es el tiempo
de tratamiento expresado en us, b es el pardmetro de escala expresado en
kV/icm y estd relacionado con la intensidad del tratamiento y n es el
parametro de forma y esta relacionado con la forma de la gréfica de
supervivencia.

Cuando el valor de n<1, las curvas de supervivencia presentan colas y la
fraccion residual de células que quedan por inactivar a tiempos largos tienen
menos probabilidades de morir, ya que 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, por lo que



para tiempos cortos de tratamiento, las 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 de
gue el microorganismo muera no depende del tiempo de tratamiento ya que
cada célula es igual de sensible sin importar lo que dure el mismo.

Analisis estadistico

Para la evaluacion del efecto de la intensidad del campo eléctrico
aplicado, el tiempo y la temperatura en la inactivacion de E. coli O157:H7 y
Z. rouxii mediante PEAI, se ha realizado un andlisis multifactorial de la
varianza (ANOVA) y una comparacion multiple de medias con un nivel de
confianza del 95%. Los datos experimentales se ajustaron a un modelo
matematico de regresion no lineal, como se mostré anteriormente. Todos los
datos estadisticos se han analizado mediante el programa informatico
Statgraphics centurion XV, StatPoint, Inc.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para una mayor comprension de los resultados, se compararon
graficamente las diferentes intensidades de campo y temperaturas tal y
como se muestra a continuacion. Como se aprecia en la figura 2A, cuando
se aplico un tratamiento con una intensidad de campo de 25 kV/cm durante
un tiempo de 180 ps, la concentracion de células viables de E. coli 0157:H7
decreci6 hasta 2,4+0,08, 2,83+0,09 y 3,28+0,08 ciclos logaritmicos cuando
se aplicaron temperaturas de 5, 25 y 40°C respectivamente. Por otro lado, al
incrementar la intensidad de campo a 35 KV/cm durante el mismo tiempo de
tratamiento (180 us), se obtuvieron unas reducciones logaritmicas de
2,451+0,08, 2,77+0,04 y 3,06+0,04 a las siguientes temperaturas de
tratamiento 5, 25 y 40°C (figura 2B). Una tendencia de inactivacion similar
fue observada anteriormente por Elez-Martinez et al., (2006), y se obtuvo
también a la maxima intensidad de campo aplicada. Esta intensidad de
campo maxima fue de 40 kV/cm a 180 ps y logré una disminucion maxima
de 2,66+0,08 a 5°C, 2,94+0,08 a 25°C y 3,7+0,05 a 40°C como se puede ver
en la figura 2B.

La aplicacion de diferentes intensidades de campo, por si misma, no
consiguieron unas reducciones significativas (P>0,05) en los recuentos de E.
coli 0157:H7. Sin embargo, al combinar la intensidad de campo aplicada en
los tratamientos de PEAI con una mayor temperatura y un aumento en el
tiempo de tratamiento, se produjo un efecto sinérgico que consiguié reducir
el nimero de microorganismos viables de E. coli O157:H7 en el zumo de
naranja, esta sinergia concuerda con lo reportado anteriormente por Hodgins
(2002) donde un incremento en la temperatura de 44°C a pH 3,5 y un
tratamiento de 80 pulsos a una intensidad de campo de 80 kV/cm, aumenta
el efecto de los PEAI reduciendo 1,75 ciclos logaritmicos la concentracion de
microorganismos.



A partir de los tiempos de tratamiento de 180, 120 y 60 ps en
intensidades de campo de 25, 35 y 40 kV/cm respectivamente, se generaron
colas en las cinéticas de inactivacién. Esto demuestra que a tiempos
superiores no se presenta una reduccion significativa en la carga inicial
(P>0,05). Con lo anteriormente expuesto, para un tratamiento de 25 kV/cm-
40°C y 180 ps, la maxima reduccion obtenida fue de 3,28+0,08 ciclos
logaritmicos, por otro lado los tiempos comprendidos entre 180 y 500 pus
alcanzaron Unicamente un incremento de la reduccion microbiana de
0,33+0,06 unidades logaritmicas para los recuentos de E. coli O157:H7. Este
limite en la inactivacion fue observado también por Jia et al., (1999), que
refirieron una reduccidn microbiolégica similar entre los tratamientos de 240
y 480 us a una intensidad de campo de 30 kV/cm.

(A) 0 F
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FIGURA 2. Inactivacion de E. coli O157:H7 mediante PEAI en zumo de
naranja a intensidades de campo (A) 25 kV/cm, (B) 35 kV/cm, (C) 40 kV/cm
y temperaturas (#) 5°C, (=) 25°C, (4) 40°C.

Tal y como se puede observar en la figura 3, en los recuentos de Z. rouxii
se generaron colas a partir de los tiempos de tratamiento a 180, 120 y 60 us
en intensidades de campo de 25, 35 y 40 kV/cm respectivamente. De la
misma forma a como se ha podido observar en las curvas de inactivacion de
E. coli O157:H7, los tiempos superiores no presentaron una reduccion
significativa de la carga inicial del microorganismo (P>0,05). En cuanto al
tratamiento de 40 kV/cm-60 ps y una temperatura de 25°C, la reduccion
microbiana fue de 2,8%+0,08 ciclos logaritmicos, mientras que para los
tiempos comprendidos entre 80 a 180 pus, se produjo un incremento de la
reduccion microbiana en 0,14+0,07 unidades logaritmicas en los recuentos
de Z. rouxii.

Por otra parte, el aumento de los tiempos de tratamiento fue el factor mas
decisivo en la disminucién de colonias viables del microorganismo (P<0,05),
ya que para una intensidad de campo de 40 kV/cm la disminucion de células
viables respecto del mismo tratamiento a 25 kV/cm fue de 0,43 reducciones
logaritmicas, empleando los mismos tiempos y temperaturas de tratamiento
(180 ps-40°C). En comparacion la diferencia entre la aplicacion de 30 ps y
de 500 ps con idénticos parametros de intensidad y temperatura (25 kV/cm-
5°C) resultaron en una disminucion de células viables de 2,61+0,07 unidades
logaritmicas.

Cabe destacar que la disminucion obtenida al aplicar el tratamiento de 25
kV/cm, 5°C y 500 us para la poblaciéon microbiana de Z. rouxii fue de
3,74+0,094 ciclos logaritmicos y que esta resulté la maxima reducciéon
alcanzada. Sin embargo, una temperatura de tratamiento mayor (40°C) a 25
kV/cm-500 ps logré una reduccién de 3,42+0,02 unidades logaritmicas
similar a la obtenida a la temperatura de 5°C. Por lo anteriormente
expresado se observa que la temperatura de tratamiento no es el factor mas
relevante en la disminucion de la poblacion de Z. rouxii en este estudio,
aunque se observd sinergia positiva entre los tratamientos PEAI y el
aumento de la temperatura de tratamiento, generando una mayor
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inactivacion de levaduras, como se puede observar en la figura 3. Por tanto,
la maxima reduccion de Z. rouxii se obtuvo al aplicar una intensidad de
campo de 35 kV/cm, una temperatura de 40°C y un tiempo de tratamiento de
250 ps, generando una disminucion de 3,82+0,075 unidades logaritmicas
frente al control no tratado. Estos datos concuerdan con los estudios
publicados anteriormente por Raso (2006), donde utilizando ascosporas de
Zygosaccharomyces bailii, se logr6 una reduccion maxima de 3,5-4
unidades logaritmicas mediante la aplicacion de intensidades de campo de
32 a 36,5 kV/icmy una 20°C.
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FIGURA 3. Inactivacion de Z. rouxii mediante PEAI en zumo de naranja a
diferentes intensidades de campo (A) 25 kV/cm, (B) 35 kV/cm, (C) 40 kV/cm
y temperaturas (#) 5°C, (=) 25°C, (4A) 40°C.

Como se puede observar en la figura 3, se alcanzaron disminuciones
logaritmicas de Z. rouxii ligeramente menores a las mostradas para E. coli
0157:H7, esto concuerda con los resultados obtenidos en trabajos similares,
donde las esporas presentan una mayor resistencia a los PEAI que las
bacterias gram negativas. Mcdonald et al. (2000) consiguieron 2,5
reducciones logaritmicas en ascosporas de Saccharomyces cerevisiae
utilizando 50 kV/cm-50°C en zumo de naranja, mientras que al aplicar 30
kV/cm-55°C consiguié 3 reducciones logaritmicas en E. coli. Mosqueda-
Melgar et al. (2007) en zumo de sandia y meldn y El-Hag et al. (2006) en
zumo de naranja obtuvieron resultados similares de inactivacion a los
obtenidos en el presente, 3,74+0,094 reducciones logaritmicas para Z. rouxii
y 3,75%0,07 en el caso de E. coli O157:H7.

0 30 60 80 100 120 180
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FIGURA 3. Curva de Inactivacion de (w) E. coli O157:H7 y (k) Z. rouxii.
Tratamiento 40 kV/cm-25°C.
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Modelizacién mateméatica

Se calcularon los parametros cinéticos b y n del modelo de Weibull y los
indicadores de la bondad del ajuste (R*-ajustado y error cuadratico medio o
MSE) para los datos de supervivencia de E. coli O157:H7, los resultados se
pueden ver en la tabla 2. El pardmetro b es un parametro de escala y
muestra la resistencia del microorganismo al tratamiento. En los datos
experimentales obtenidos se pudo advertir el aumento claro de este
parametro a medida que se incrementaba la temperatura del tratamiento,
evidenciando una mayor sensibilidad del patdgeno a esta variable. Por otro
lado se observo que la correlacion del parametro b con la intensidad de
campo solo presenté esta relacion entre 25 y 35 kV/icm, y a 40 kV/cm el
parametro de b fue menor de los esperado, no siendo esta disminucion
estadisticamente significativa (P>0,05). En cuanto al parametro n, no superé
en ningun caso un valor de 1 para las cinéticas de inactivacion de E. coli
0O157:H7, por tanto se presentaron colas a medida que los tratamientos se
volvieron mas intensos. Los valores de R?-ajustado fueron superiores al
93%, lo que significa que el modelo de Weibull describié con precision las
curvas de inactivacion de los tratamientos.

TABLA 2. Parametros del modelo de Weibull para las curvas de
supervivencia de E. coli 0157:H7.

Intensidad Temperatura Weibull RZ
KV/em °C b n ajustado MSE
25 5 0,205894 0,488586 96,3524 0,0520272
25 0,542366 0,325442 98,2002 0,0321417
40 0,734973 0,269276 97,6765 0,0426583
35 5 1,04018 0,181496 93,9851 0,0988311
25 1,20669 0,158408 93,1966 0,0902949
40 1,41796 0,135224 98,2132 0,0334444
40 5 0,64962 0,281326 96,6861 0,0553082
25 1,1769 0,18278 98,5361 0,0296605
40 1,31833 0,205448 96,2434 0,0789632

Se realiz6 ademas el ajuste lineal del logaritmo del pardmetro b del
modelo para las temperaturas de trabajo empleadas. Mediante este ajusté
se comprobo que la relacion entre las variables logaritmo de b y temperatura
era lineal y positiva, y que un aumento de temperatura disminuia la cantidad
de células viables en el zumo de naranja. En la figura 4 se puede observar
un ejemplo de ajuste lineal del logaritmo de b para los tratamientos a 40°C.
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FIGURA 4. Ejemplo de ajuste lineal del logaritmo del parametro b del modelo
de Weibull de E. coli 0157:H7 a (A) 40°C e intensidades de campo de 25,
35y 40 kV/cm.

Con el fin de comprobar la intensidad de campo requerida para disminuir
1 unidad el logaritmo de b para cada temperatura, se calculo el valor Z de la
intensidad (Z;). El valor de Z; para E. coli O157:H7 observado en este estudio
fue de 31,3%4,87 kV/cm, tal y como se muestra en la tabla 3.

TABLA 3. Valor Z; para E. coli O157:H7 a intensidades de campo de 25, 35
y 40 kV/cm y temperaturas de 5, 25 y 40°C.

Temperatura Valor de

(C) Zi

5 35,3143
25 32,7869
40 25,9067

De igual forma, el modelo de Weibull se ajust6 adecuadamente para la
descripcion de la fraccion de células supervivientes de Z. rouxii. El
coeficiente de determinacién (R?) obtenido para los diferentes niveles de
tratamiento estuvo comprendido entre 93,19 y 98,53%. Los valores del
pardmetro b para Z. rouxii siguen una tendencia ascendente junto con el
aumento de la temperatura, de manera similar a lo observado para E. coli
0157:H7 (tabla 4). De igual modo se observo que existié correlacion entre la
intensidad de campo y el parametro de b, excepto para 35 kV/cm a 25 y
40°C, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(P>0,05).
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TABLA 4. Parédmetros del
supervivencia de Z. rouxil.

modelo de Weibull

ajustado

para las curvas de

2
R MSE

Intensidad Temperatura Weibull
kV/cm °C b n
o5 5 0,336351 0,416672
25 0,501145 0,336233
40 0,764583 0,25178
35 5 0,435726 0,339228
25 0,460901 0,364276
40 0,6607 0,29641
40 5 0,647881 0,268774
25 1,18243 0,182581
40 1,39065 0,196136

96,835 0,056557
97,0395 0,0510702
96,9702 0,0485276
98,7294 0,013747
97,8125 0,0359591
93,8536 0,0990141
97,5391 0,0356421
97,6814 0,0477764

97,0667 0,0621232

De igual modo se realizo el ajuste lineal del logaritmo del parametro b del
modelo de Weibull para Z. rouxii ajustado a las diferentes temperaturas de
trabajo. En la figura 5 se puede observar un ejemplo de ajuste lineal del
logaritmo de b para los tratamientos a 5°C.
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FIGURA 5. Ejemplo de ajuste lineal del logaritmo del parametro b del modelo
de Weibull de Z. rouxii a (®) 5°C e intensidades de campo de 25, 35y 40
kV/icm.
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El célculo del valor Z para la intensidad de campo (Z) de Z. rouxii se
muestra en la tabla 5. Los valores de Z; mostraron que era necesario aplicar
unas intensidades de campo de 71,94, 5587 y 48,08 kV/icm a las
temperaturas de 5, 25 y 40°C respectivamente con la finalidad de disminuir
una unidad el logaritmo de b. Por otra parte, al relacionar los valores de Z;
para los dos microorganismos estudiados, se aprecié una mayor sensibilidad
al tratamiento de PEAI de E. coli O157:H7 (Z=31,3+4,87 kV/cm) frente a Z.
rouxii para las diferentes temperaturas, siendo necesario aplicar una mayor
intensidad de campo para lograr reducir la carga inicial microbiana de Z.
rouxii.

TABLA 5. Valor Z; para Z. rouxii a intensidades de campo de 25, 35y 40
kV/cm y temperaturas de 5, 25y 40°C.

Temperatura Valor de Z;

(¢C)

5 71,9424
95 55,8659
40 48,0769

CONCLUSIONES

La tecnologia de PEAI ha demostrado ser efectiva para inactivar
contaminaciones de E. coli O157:H7 y ascosporas de Z. rouxii en la matriz
del zumo de naranja pasteurizado. Se ha comprobado que las células en
estado de esporulacién son mas resistentes a los tratamientos por PEAI que
las bacterias gram negativas. En cuanto a la tasa de inactivacion, esta vario
en funcion del tiempo de tratamiento y la temperatura aplicados, y en menor
medida de la intensidad de campo del tratamiento. Mediante el uso de
tratamientos de 25 kV/cm-40°C-500us y 35 kV/cm-40°C-250us se pudieron
alcanzar reducciones logaritmicas de 3,75+0,07 y 3,82+0,07 para E. coli
0157:H7 y Z. rouxii respectivamente. Esta tasa de inactivacién, aunque no
alcanz6 los 5 ciclos logaritmicos de reduccion exigidos por la FDA (FDA
2004), evidencia el efecto de los PEAI y por tanto permite continuar con la
realizacion de estudios con el fin de modelizar la reduccion microbiana.

También se ha podido demostrar que mayores intensidades de campo no
siempre se traducen en mayores niveles de inactivacidbn microbiana, ya que
al utilizar tiempo de tratamiento de 180, 120 y 60 ps a 25, 35 y 40 kV/cm
respectivamente, para cualquier temperatura estudiada, se forman colas y
los tratamientos mas intensos dejan de ser mas efectivos, tanto para E. coli
0157:H7 como para ascosporas de Z. rouxii. Ademas se ha podido
demostrar que el modelo de Weibull describe adecuadamente las cinéticas
de inactivacion tanto de E. coli O157:H7 como de ascosporas de Z. rouxii.
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Este trabajo contribuye a aportar mas datos sobre la cinética de
inactivacion de E. coli E157:H7 frente a los PEAI, pero sobre todo a
aumentar el conocimiento sobre la sensibilidad de ascosporas de Z. rouxii al
ser sometida a tratamientos de PEAI. Por otra parte, se aportan nuevos
datos a los pocos trabajos disponibles hoy en dia sobre este tema. Seria
interesante en estudios futuros comprobar la sensibilidad de células
vegetativas y ascosporas de Zygosaccharomyces a tratamientos de PEAI
empleando tiempos de tratamiento mas elevados y también en matrices de
zumos naturales, lo que implementaria el uso de esta tecnologia a nivel
comercial.
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