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1.1.El mercado mundial de jugo de manzana

La producción mundial de ¡ugo de manzana de los últimos años se calculó en 1,2

millones de toneladas con una demanda creciente y tendencia a incrementarse (Figura

1.1). Actualmente el pais productor más importante en el mundo es China seguido por

Polonia. Cliina elabora casi la mitad del total mundial, lo cual corresponde a 614.000

toneladas de iugo concentrado. Su producción, crece a una tasa promedio anual de 30%

(Bruzone,2008). Tanto el mercado de Japón como el de los países europeos demandan

¡ugo de alto grado de acidez. El ¡ugo procedente de China tiene insuficiente acidez, l'ieclio

que obliga a los importadores a comprar jugo de otras procedencias con acidez mas

elevada, dejando de este modo a otros paises productores conquistar una parte del

mercado Finalmente, los ¡ugos de diferentes procedencias se mezclan consiguiendo así las

caracteristicas organolépticas deseadas en el producto Final (Bruzone, 2008). En este

contexto, Argentina es unos principales competidores de China especialmente en cuanto

a las exportaciones dirigidas a EEUU que absorben la mayoria de la producción del pais.

En 2006, las exportaciones argentinas totalizaron 49 millones de dólares y un volumen

de 55.000 toneladas (Figura 1.1).

1.2. Producción nacional de jugo de manzana

1.2.1. La materia prima

La producción argentina de manzana corresponde aproximadamente a un millón de

toneladas que se cultivan en una superficie de 71.000 hectareas. En cuanto a la ubicación

de los cultivos, el protagonista es Rio Negro ya que alli se produce el 65% de las manzanas

del país mientras que en Neuquén se produce el 15%.Otras regiones de importancia son el

Valle de el Uco en Mendoza; 25 de Mayo, en La Pampa y el Valle de Tulum en San Juan.

Para la elaboración de ¡ugo concentrado de manzana se usan principalmente las variedades

Granny Smith (15%) y Red Delicious (80%).



Figura 1.1.Laproducción mundíál de jugo concentrado de manzana UCM)
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Figura 1.2. "Las dos variedades de manzana de uso índustíal para elaboración de ¡ugo

concentrado”

Manzanas de la variedad "Granny Smith'

Manzanas de la variedad "Red Delicious”



1.2.2. Laproducción industrial

El ¡ago concentrado de manzana es un producto que se obtiene por el exprimido

de distintas variadades de manzana y posterior concentración del [ugo obtenido. En {a

industria, se necesitan aproximadamente 6,9 kg de manzana para obtener 1 kg de fuga El

producto Fina!tiene que cumplir con Íasexigencias del Código Aïimen’carioArgentino. La

producción argentina se incrementó más de! 50% en ios últimos 20 años (Bruzone,

2008). El aumento se debe Fundamentaïmente a una sostenida demanda internacional.

La mi’cadde ¡a producción argentina de manzanas va directamente a la industria ya que e!

producto Frescono cumpíe con ios requerimientos de ía comercialización internacional.

El80% de esta cantidad se destina a elaboración de fugo. E!aumento de la oferta mundiai,

impb'ca para Argentina mayores exigencias en cuanto a calidad; EEUU exige trazabiíidad,

imposición de HACCP y Buenas Practicas de Manufactura (BMP).

Lacomerciaiización del [ugo de manzana concentrado se hace en dos tipos de jugo:

y; El jugo clarificado (71-70' Brix) que priormen‘ce se usa en la eiaboración de fugos,

bebidas y gaseosas

.8 Ei [ugo con pulpa o "cioudy” o integra! (45'5rix) se usa para la elaboración de

¡ugos y nédares.

Lacomercialización se realiza a granel, en tambores de plastico o de chapa de 300

kg, o en bins de madera en bolsa de polietileno dobie con capacidad para 1500 kg de ¡ugo

concentrado. Elproducto se transporta en buques con bodegas a O’Cpara el caso del [ugo

clarificado y a —20‘Cpara e} ¡ugo con pulpa. El [ugo concentrado que no se exporta se

vende a fibricas ¡ocaies que ¡o diïuyen ¡o mezclan para comerciaiizario como jugo o

usarlo como eduicoran’ceen bebidas gaseosas (Bruzone, 2008).

La elaboración de ¡ugos da la oportunidad de aprovechar las Frutas que no

satisfacen las exigencias dei mercado y no pueden ser vendidas como producto Fresco.

Muchas veces los defectos de estos productos son minimos y con su procesamiento se

puede conseguir ¡ugo de buena calidad.

-10­



Ei {ugo integral o pulposo es un producto cuyo mayor mercado io constituyen

los paiseseuropeos. Es un producto que mantiene meior laspropiedades organolépticas de

ia Fruta, debido a ¡a presencia de ia puïpa. Sin embargo, su apariencia turbia y ei sedimento

que se tiende a Formar con ei tiempo pueden causar una impresión negativa ai

consumidor, ei cuái no está acostumbrado a ese tipo de producto (Moyano y col, 1981).

El [ugo clarificado, en cambio es un producto transiücido, de color carameio ciaro.

De esta Forma Argentina comercializa sobre todo ei {ugo que vende a ios Estados

Unidos. El mismo, sin embargo, debido a su claridad y ia ausencia de ia pulpa es percibido

por algunos consumidores como un producto "poco natural”.

1.3.Operaciones industriales para la obtención de! ¡ugo de manzana

Lasoperaciones basicas con Fin de obtener el iugo de manzana son iassiguientes:

1. Preparación para Ia extracción

2. Extracción dei ¡ugo

5’. Operaciones post extracción de acuerdo al producto deseado

En ios primero pasos, se reaiiza ei lavado y la selección de la Fruta y a continuación, ia

Fruta se dirige a ia maquinaria de molienda. Las diferentes tecnologias utiiizadas para ia

extracción dei ¡ugo de manzana incluyen:

r5 Molinos A Martino

¿3 Moiinos Raspadores

¡(a Desinteg radores Rietz

A; Rodaiadores

Los moiinos a martillo, ios raspadores y los desingradores de Rietz realizan ia

extracción por medio de prensado de ia manzana triturada. Los desintegradores de Rietz

normalmente son una unidad previa a la extracción, de centrífugación continua. Los

rodaiadores Son aptos para obtención del iugo por difusión (Moyano y coi, 1981).

El método de extracción dei {ugo depende de ia capacidad de planta, ia materia prima,

ia caiidad dei ¡'ugo, e! rendimiento de extracción deseado y otros Factoresque tienen que

-11­



ver con la operación de la planta. La extracción se puede realizar de manera continua o

discontinua.

La obtención del ¡ugo puede hacerse mediante uso de prensas, centrïfugas

tamizadoras o decanter. La prensa puede ser la maquinaria principal o auxiliar para el

prensado del ¡ugo remanente en la pulpa. Recientemente, se ba comenzado a usar un

método de extacción que se basa en la difusión del ¡ugo mediante agua caliente Este

ultimo método se usa en combinación los rodaiadores mencionados al principio del

PaFYaFO.

Operaciones post extracción: En esta etapa se realizan los procesos necesarios para la

preservación del producto y responsables de los distintos tipos de ¡ugo incluyen;

clarificación enzimática, centrífugación, filtración, homogeinización, desaireación,

concentracón, recuperación de aromas, pasteurización, almacenamiento y envasado

(Figura13).

1.4. Sidra de Manzana ("Apple cider”)

En este apartado se bace una breve mención al ¡ugo integral sin pasteurizar,

comercializado como "apple cider” en los EEUU y Canadá, debido a la confusión

existente entorno a la terminología utilizada en distintos países y con el propósito de

definir los distintos tipos de derivados Frutalesr Mientras gue industrialmente también se

producen [ugos o néctares que contienen parte de la pulpa de la Fruta (jugo integral), la

gran mayoría de estos productos se somete a despectinización ([ugo clarificado). En la

Figura 1.4.a se muestra la diferencia en la apariencia de los dos productos, siendo evidente

la turbidez de la sidra de manzana.



Fígura13. Esquema que resume la elaboración de distintos ’cípos ¡ugo de manzana
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La sidra de manzana se elabora artesanalmente o en pequeñas unidades, con un

proceso bastante simple, el cual consiste en un primer paso de lavado, cortado y

maceración de las manzanas. Luego, se emplea una tela en la cual se envuelve el procesado

de manzana. A continuación, una prensa hidráulica exprime la masa de las manzanas

envueltas en la tela y Finalmente se obtiene el ¡ugo denominado "sidra de manzana”, el

cual se envasa y se retrigera. La Figura 1.4.b muestra un esquema de un equipo utilizado

para elaboración de sidra de manzana y también el producto terminado listo para su

comercialización. En las provincias del norte de los Estados Unidos y de Canadá, donde

bay producción de manzana, en la época de la cosecba, se encuentran Puestos en las

carreteras cercanas a los huertos de manzanos donde los productores elaboran y venden

este producto.

La sidra de manzana es un producto de vida util corta, de dos semanas

aproximadamente, ya que las levaduras que naturalmente contiene en pocos dias

empiezan a Fermentar el ¡'ugo y dan origen a la bebida alcohólica que se conoce a la

mayoría de los países como sidra o “Hard Cider”(EE.L/U) y que no corresponde a las

caracteristicas del producto-descripto en este apartado . La sidra de manzana basta la

década de los ocbenta se consideraba un producto seguro debido a su naturaleza ácida.

Desde entonces sin embargo varios brotes de ETAs (entermedades transmitidas por

alimentos) implicaron a este producto (ver Tabla 1.1) y se empezaron a tomar medidas

adicionales para asegurar su inocuidad. La FDA (199%) ha recomendado la aplicación de

un sistema HACCP para todos los elaboradores de iugos Frutales y un rótulo para los

productos no sometidos a pasteurización, el cuál advierta sobre la posibilidad de presencia

de patógenos y el peligro que acarrea para ciertos grupos de riesgo. Las Buenas Practicas de

Manufactura de este producto incluyen la exclusión del proceso a las manzanas caidas en

el suelo, el empleo de Fertilizantes quimicos en lugar de organicos, la perfecta higiene de la

maquinaria, empleados y edificios donde se elabora sidra de manzana y la realización de

estudios microbiológicos para bacterias coliFormes, colitormes (ecales y Eco/l en toda

partida de sidra elaborada (FDA,1999b)r



-.Figwa1.4.21.Jugo de manzana clarificado (derecha) y Jugo de manzana íntegra! ó

sidra de manzana (izquierda)

Figura 1.4.12.Equipo para eiaboracíón de sidra de manzana y producho'üéfififnadb‘



1.5. Un plan HACCP

Los programas HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point o Análisis de

Peligros y Puntos Críticos de Control) se Focalizan en la prevención de riesgos biológicos,

químicos y fisicos que pueden afectar la seguridad alimentaria mediante el control de las

partes criticas del procesamiento de los alimentos. HACCP es obligatorio tanto en EE.UU

como en la Unión Europea. En el mercado internacional constituye una exigencia que se

materializa en Forma de barreras al comercio El sistema se basa en la identificación de

peligros potenciales para la inocuidad de los alimentos, su control a través de medidas

preventivas y el continuo monitoreo de las mismas (FDA, 1998).

Los exportadores de alimentos necesitan contar, además, con garantías de

inocuidad en sus procesos mediante el aval del Estado o de certificadoras de

reconocimiento internacional. En nuestro país, aunque el HACCP no es obligatorio, el

SEN/45Ahomologa los sistemas para productos elaborados de origen animal. Para el resto

de los alimentos el aval sólo puede conseguirse a través de una certificadora privada.

La industria ¡uguera en los Estados Unidos Fue una de las últimas en aplicarse la

obligatoria implementación del sistema HACCPdespués de la de procesadora de pescados

y mariscos en 1995 y la de carnes y aves en 1998. Los ¡ugos se identificaron como vehículo

de transmisión de varios brotes en todo el mundo. Los brotes más importantes se

atribuyeron entre otros a Eco/¡015707, Crypfospor/c/I'umpan/¿m7 y Salmonella. En los

EEUU en 1998 FDA propuso la implementación de un sistema HACCP que asegure una

reducción de 5 ciclos logaritmicos para los elaboradores de iugos. En 2001 la

implementación de HACCP para los grandes procesadores de Frutas Se hizo obligatoria

(FDA, 2001).



1.6. Ecología de los jugos Frutales

Distintas investigaciones sobre la Hora natural de Frutas y vegetales Frescos

demuestran que existe un potencial de una contaminación microbiológica amplia,

inclusive por patógenos, a una amplia gama de productos. Brotes de enfermedades

gastrointestinales han sido reportados para productos enteros, Frutos y vegetales cortados,

Feteados y pelados, brotes de semillas, jugos Frutales y vegetales sin pasteurizar. Los

productos más implicados son los brotes de semillas y jugos sin pasteurizar (Alzamora y

col, 2003).

LasFrutas y los vegetales normalmente llevan una microllora epifita, no patógena

La mayoria de esta Hora es superficial y se constituye a partir de l'iongos, levaduras y

bacterias Gram negativas del grupo Pseudomonas o de la Familia Enferobacz‘er/aceae. Los

dos tercios de la Hora contaminante se constituye de hongos de los géneros Avery/Was,

Pen/cI/Ú'um, R/z/Zopusjc/erozfihla y Bofryfls. De los mismos Sa/mone/Á; y Escher/"dns CO/l

O75Z-H7son los que causan más preocupación, especialmente en productos tales como

los jugos Frutales. Los virus involucrados en los brotes tienen reservorio humano (por

ejemplo el virus Norwalk y el de hepatitis A) y los vehiculos más Frecuentemente son

moluscos provenientes de aguas contaminadas o también otros alimentos que se infectar)

directamente a partir de personas infectadas en contacto con ellos (Cliver,1997).

La contaminación puede ser también resultado del tratamiento de la tierra con

abono o/y la contaminación de las aguas de irrigación. Cabe añadir que el procesamiento

de estos alimentos Frescos como es el pelado, el cortado o el exprimido destruyen las

barreras naturales de las Frutas y permiten la contaminación y la rápida proliteración de los

microorganismos que normalmente constituyen la Hora superficial en todo el alimento

(Nguyen, 1994; Bracl<ett, 1994). También durante el lavado es posible introducir

microorganismos patógenos en el interior de los Frutos, dependiendo siempre del estado

sanitario del agua de lavado. Para evitar la contaminación de dicbos alimentos es necesario

tomarse medidas adicionales durante la producción. Estas medidas adicionales pueden ser

tanto pre—cosecba,como también de descontaminación posterior o prevención del

crecimiento de los microorganismos.



Los ¡ugos son bebidas de naturaleza ácida (pl-i 3-4) con alto contenido de

azúcares (aprox. 15 ’Brix). Las levaduras, llora natural de la mayoria de las Frutas,

predominan en el deterioro de este tipo de alimentos debido a su alta tolerancia ácida y la

capacidad de la mayoria de ellas de crecer aeróbicamente (Oteiza, 2007). Las levaduras

son los microorganismos que meior se proliferan en condiciones altamente osmóticas y

acidicas, mientras que su capacidad de crecer a temperaturas de refrigeración hace que

dicho grupo de microorganismos sean los principales alterantes para los iugos Frutales

(Hatcber y col., 2000; Parisl'i y Higgins, 1989). Los géneros de levaduras más

Frecuentemente aislados a partir de jugos pasteurizados son k/¡odofu/a, P/‘c/H'a,Cine/¡da ¡v

53ccfiaromyce5. Las especies más importantes incluyenzCa/yd/k/a parapfl/os/s, Canal/¿fa

ste/Lata, 53cc/73r0myce5 cerev/svae, Zygosacc/Iarom yces roux/f y Zygosaccfiaromyces ¡val/¡7

(Mendoza, i982). '

El ¡ugo de manzana Fresco, integral, elaborado sin remoción de la pulpa y sin

pasteurizar comercializado como "apple cider” en América del Norte ba sido considerado

como un producto estable debido a su naturaleza ácida. En los últimos años, sin embargo,

la sidra de manzana ha actuado como vebïculo no solamente para Eco/1' 0157zH7, sino

también para Cryptosporidium y Salmonella (Golden, 2000). Durante los ultimos años

varios brotes se han atribuido al consumo de sidra de manzana sin pasteurizar (Kusbad,

1997).En la Tabla 1.1 se enumeran los brotes más importantes asociados con jugo de

manzana y jugo integral (sidra) de manzana los últimos años. A continuación, se

describen brevemente las especies utilizadas en este estudio.

1.6.1. Esc/¡er/c/¡Ila co/I'

Escher/cha co/I' es una bacteria Gram negativa, pertenece a la Familia

Enferobacter/aceae y se presenta en Forma de cuerdas. Por primera vez en 1940, dicba

bacteria, aparece como agente etiológíco de enfermedad causada en humanos y en 1982

se aísla Eco/I' OiS7;H7 se caracteriza muy tóxica para el hombre y ”ácidotolerante”.La

severidad de la enfermedad, la Falta de tratamientos adecuados y los brotes potenciales a
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gran escala a través de alimentos contaminados ban disparado la investigación sobre la

patogenicidad, la detección y los tratamientos tecnológicos adecuados con respecto a esta

bacteria. I

Eco/f pertenece a la llora intestinal de bombres y animales y se encuentra en los

alimentos como resultado de la contaminación Fecal. La principal Fuente parece ser el

ganado aunque la bacteria se ha aislado también a partir de cerdos, ovejas y ciervos

(Doyle, 1991). Muchos brotes están asociados con ingesta de carne bovina; quesos y

alimentos de origen vegetal. De los alimentos de origen vegetal se ven con Frecuencia

involucrados, lechuga y jugo de manzana sin pasteurizar. El microorganismo se disemina

tanto a través de aguas contaminadas (agua potable/ de uso doméstico, agua de piscinas o

de lagos) como a través del abono o también por el personal que maneia los alimentos. La

Fuente de la contaminación del ¡ugo de manzana con Eco/¡es atribuida al contacto de los

Frutos con materia Fecalde origen animal, Habitualmente la contaminación ocurre en la

huerta donde entran animales de producción o animales salvaies y después las manzanas

caen en el suelo. Si estas manzanas en continuación se recogen para la producción de iugo

Eco/¡se puede introducir en el jugo.

1.6.2. Listeria sp

Listeria es un bacilo Gram positivo, móvil, microaerófilo o anaerobio Facultativo

ampliamente distribuido en la naturaleza. No Forma esporas. Es saprofito y por ello, sus

principales reservorios son el suelo y la materia orgánica. Se aísla a partir de suelo y

vegetación, materia Fecal humana y animal, alimentos crudos, alimentos listos para

consumir, aves, mariscos, lácteos y vegetales. Listeria sp puede sobrevivir condiciones

extremas tales como las altas concentraciones de sal, el alto pH y muy bajas o altas

temperaturas.



Tabla 1.1Principales brotes asociados con ¡ugo de manzana

Alimento Número
Año Microorganismo País Referencia

lnvolucrado De Casos

7923 Sa/mone/Áí {VP/73 Sidra 24 EEUU Pal'iSi'),2000

1974 Sa/mone/Á‘iÏyp/z/ 300 EEUU

1980 5. whom-H7 ‘ Sd 14 Canadá Anonymous,l ra
2000

i993 Crypz‘ospond 5/4) 213 EEUU

1996 ECO/í0757.-H7 Jugo 71 EEUU Clarke, 19%

1996 Eco/1'O75Z'H7 Jugo 14

1996 E CO/I‘075Z-H7 Sidra ó
Anonymous,

Crypfospor/‘¿f/‘um EEUU
1996 Sidra 32 ZOOO

part/um

1998 Eco/¡075ZH7 Sidra 14 Canadá Anonymous, 1999

1999 Eco/¡0757:H7 Sidra 5 EEUU Anonymous, ZOOO



En particular, ¿Mer/La¡"myocuatiene caracteristicas muy similares con la pariente

patógena, ¿Mer/a monocyz‘ogenes. Se utiliza en su lugar como subrrogante con fines de

investigación iusto por la Falta de patogenicidad y respuesta semeiante. Hay numerosos

estudios que confirman la aptitud del uso de L. ¡myocua en lugar de L monocyfoge/yes.

Char (2006) , utilizó un proceso de preservación para ¡ugo de naranja que contemplaba

la aplicación de un tratamiento térmico suave y agregado de antimicrobianos naturales

(vainillina y/o citral) y demostró que L/‘¡ynocua Fue aún mas resistente que la especie

patógena. Lo mismo se demostró estudiando la inactivación de las dos especies durante la

pasteurización de leche (Piyasena y col., 1998) y también estudiando su capacidad de

recuperación tras inactivación térmica en distintos caldos nutritivos (Busch y Donnelly,

1992).

En los EEUU la industria alimentaria se rige por una estrategia de tolerancia cero

con respecto de Lmonocyfogenes en alimentos listos para consumir (’Gailunas,2003)

porque la dosis intecciosa es aun desconocida. La listeriosis se manifiesta esporádicamente

pero también puede causar epidemias debidas a la ingesta de alimentos contaminados,

L/ster/a monocyz‘ogenes ha sido asociada con alimentos tales como la leche cruda, leche

inadecuadamente pasteurizada, quesos Frescos, helados, vegetales crudos, jugos sin

pasteurizar, embutidos crudos Fermentados, aves, carne cruda, y pescado ahumado. Este

patógeno de naturaleza ubicua ha sido recuperado a partir de iugo de manzana sin

pasteurizar (pH 3,8) (Sado y col., i998); jugo mezcla de manzana y Frutos roios

(trambuesa) sin pasteurizar (pi-i 3,8) y ¡'ugo de manzana (pH 3,7) luego de i dia de

almacenamiento a 5°C (Baumann y col, 2005). Otro estudio confirmó que L,

monocyfogenes Fue capaz de sobrevivir en [ugos concentrados de manzana, narania,

ananá y uva blanca (pl-i 3,6 a 5,5) (Oyarzabal y col, 2003).

La supervivencia de este patógeno a valores de pH bajos (3,0 a 4,5) ha recibido

poca atención, probablemente debido a que se asume su rapida muerte bajo estas

condiciones. Sin embargo, resultados obtenidos por Parish y col, (1989) en sistemas

modelo ajustados a pH 3,ó, indicaron que el tiempo necesario para reducir la población de

L. monocyz‘ogenes desde un inóculo inicial de 106 UFC/ml a niveles indetectables Fue de

20 dias a 4°C y de 5 dias a 30°C. Por lo tanto, en productos de alta acidez retrigerados
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puede encontrarse ¿{Siena y puede producirse una masiva contaminación si estos

alimentos son consumidos en un periodo corto de tiempo.

1.6. 3. Saccbaromyces cerew'siae

5. cereví5/aees un microorganismo ubicuo y un alteran‘cemuy común para Frutasy

granos. Este microorganismo ha sido u’ciiizadopor el hombre desde ia antigüedad en ia

Fermen’cación dei mosto para ia producción dei vino, la elaboración de ia cerveza y Ia

eievación dei pan. Es ei primer microorganismo gue se produjo a nivei masivo para uso

industrial y domestico. Por todas estas razones es un microorganismo cuyas caracteristicas

están muy bien definidas y suma ias siguientes ventajas como "microorganismo modeio"

para uso en investigación con diversa orientación cientifica.

¡a Tiene una proliferación ceiuiar rápida

¡A No es patógeno

3.4 Es Faciide cuitivar en pïacas Petri

L Da la posibiïidad de aisïar los mutantes si esto se considera necesario

Tiene un sistema genético bien def!”nidoa.

¡a Esdisponibie a grandes cantidades

Tiene versatiiidad con respecto a ias técnicas de manipuiación genéticaBs.

1.7.Tecnologias emergentes para la preservación de alimentos

La seguridad alimentaria parece ser hoy en dia, una consideración de primordial

importancia para ¡os consumidores y la preocupación más grande de ia industria

alimentaria y ios servicios gastronómicos en todo ei mundo. La demanda creciente de

comidas preparadas Fuera de! hogar, compradas en ios supermercados "casi listas” y

refrigeradas para gue sean consumidas en domiciiio, requiere de medidas adicionales en

cuanto a ia preservación de su caiidad microbioiógica y organoiép’cica.
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Las entermedades trasmitidas por alimentos (ETAs) constituyen una causa de

muerte o enFermedad grave que en la mayoria de las veces afectan personas con sistema

inmune débil y pocas veces a individuos sanos. La implementación del sistema HACCP,

los tratamientos térmicos y la cadena CleFrio ayudan reducir la incidencia de ETAs. Sin

embargo, las infecciones e intoxicaciones alimentarias debidas a distintos

microorganismos siguen aFectando la salud de la población y siguen causando grandes

pérdidas económicas en la industria. Los últimos años, inclusive se ve un aumento en los

casos documentados de enfermedades asociadas con el consumo de Frutas y verduras

Frescas (Center For Disease Control and Prevention, 1999 y 2000). Además, dado el

tamaño de la producción del alimento involucrado, pueden constituir "brotes" y afectar

gran parte de la población.

La tendencia actual se dirige a alimentos que requieran menos tiempo de

preparación y tengan vida util prolongada pero que a la vez mantengan las características

de los alimentos Frescosi La nueva generación de consumidores busca alimentos

sometidos a procesamientos menos drásticos con menor contenido de aditivos quimicos,

densindad calórica y colesterol. Estos cambios son muy significativos desde el punto de

vista microbiológico y por lo tanto, se hace necesario, el desarrollo de nuevas

tecnologias de preservación denominadas comunmente tecnologias emergentes con el fin

de desarrollar productos de alta calidad asegurando al mismo tiempo la inocuidad de su

consumo. (Barbosa-Cánovas y col, i998; Rabman, i999; Juneia y SoFos, 2002). Estas

nuevas tecnologias incluyen métodos de preservación Físicos, no térmicos, y la

incorporación en los alimentos de aditivos naturales poco convencionales. Los métodos

de preservación "emergentes" de los alimentos entregan la mayoria de las veces cantidades

de energia menores y apuntan más especificamente a cambios bíoquïmicos con fin de

disminuir las "pérdidas colaterales” de nutrientes y caracteres organolépticos. Estos

procesos incluyen métodos Físicoscomo la utilización de campos eléctricos (Castro y col,

1993), altas presiones (Zimmerman y col, 1993), campos magnéticos oscilantes

(Potbakamury y col, 1993), pulsos de luz (Dunn y col, 1988), ultrasonido y radiaciones

ionizantes (Tborne, 1991) estando algunas de estas metodologías comercialmente

disponibles mientras que otras se encuentran en diferentes estadios de investigación,
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Muchas veces la aplicación de un sólo método no es suficiente para'la' conservación de un

producto y medidas adicionales se requieren con fin de conseguir la estabilidad y

seguridad deseada.

La FDA estableció en un reporte del año 2000, para regular la aplicación de

tecnologias emergentes, 5 reducciones decimales para patógenos emergentes tales como

L monocyfogenes CFDA, ZOOOa).

1.7.1. Luz ultravioleta

1.7.11. la naturaleza de la luz ultravioleta y el daño celular

Como radiación se define a la propagación y emisión de energia a través del

espacio o la materia. El espectro electromagnético contiene diferentes tipos de radiación

de distinto poder de penetración, Frecuenciay longitud de onda. La luz visible constituye

solamente una estrecha banda del espectro la cuál incluye: las ondas de radio, rayos

infrarrojos, luz ultravioleta, rayos X, radiación gama y los rayos cósmicos‘

La radiación UV ocupa una banda ancha de longitudes de onda de la región no

ionizante del espectro electromagnético entre los rayos X (100 nm) y la luz visible(400

nm) (Figura 1.4). Por una cuestión mas bien práctica el espectro de UV se divide en

cuatro regiones (Bolton, 2001):

¡S W de onda larga (WA)con longitudes de onda en el rango 320-400 nm.

Constituye el 98,7 %de la radiación ultravioleta proveniente del sol que alcanza la

Superficie de la tierra. Es responsable del efecto del bronceado de la piel tras la

exposición del hombre. Escapaz de provocar daño indirecto al DNA de las células.

.3 W de onda media (WB) con longitudes de onda en el rango 280-320 nm. La

mayor parte de la misma se filtra por las capas superiores de la atmóstera.

Tradicionalmente se considera la región periudicial para la salud humana. Sin

embargo esta fiacción de la luz W es la gue induce la Formación de la vitamina D

en la piel. También se responsabiliza de quemaduras de la piel y es culpable del
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daño directo del DNA de las células que puede terminar en desarrollo de

melanomas (cancer de la piel),

W onda corta (UV-C) con longitudes de onda que oscilan en el rango 280—200¡a

nm. Esta fracción de la luz ultravioleta se filtra en las capas superiores de la

atmosfera, más especificamente en la capa de ozono. Lasradiaciones W8 y W-C

son responsables de la Formación del ozono en las capas superiores de la atmósfera.

Es también la región germicïda del espectro siendo más eficientes los tratamientos

entre los 250-270 nm .

a; VacíoW con longitudes de onda entre 100 y 200 nm

Laluz se puede considerar como una corriente de energía. Lacantidad de energía

que puede llevarse por la luz es proporcional a su Frecuenciae inversamente proporcional

a su longitud de onda según: _

E= ir {- b'c/A (1.1)

donde E = energia emitida ,-b =constante de Plank; F= (recuencia y A=longitud de onda .

Cuando un rayo de luz de suficiente energia se absorbe en la materia causa un

cambio Físicoo químico. Losátomos y moléculas absorben solamente estas longitudes de

onda que proveen {usto la cantidad de energia que necesitan para cambiar su estado

(López-Malo y Palou, 2005 ). Laalta absorbancia del W se asocia con la capacidad de las

bases de purina y pirimidina de absorber la luz a estas longitudes de onda. La radiación

UV-C daña el DNA de las células expuestas causando enlaces entre las bases adyacentes de

timina en cadena de DNA (Figura 1.5).Las bases de pirimidina son particularmente

susceptibles a la radiación UV-C induciendo la Formación de dïmeros covalentementc

ligados entre las bases adyacentes. Si estos dïmeros llegan a un número critico la correcta

replicación del DNA se impide y consecuentemente la reproducción se hace imposible.

(Shamafl999). El daño principal que causa la radiación W es en la molécula de DNA pero

las proteinas también se pueden afectar alterando así sus Funciones básicas dentro de la

célula.
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17.1.2. Laradiación uitravioieta en la tecnologia de los aiímentos

En tecnologia de alimentos los tipos de radiación que más utilización encuentran

actuaimente son ia radiación gama, la radiación ultravioleta y ias microondas (Mendonca,

2002). EI efecto bactericida de la radiación ultravioleta se conoce desde principios del

sigio XX,sin embargo, su apiicacíón no Fueposible hasta1940 cuando se comercializamn

ias primeras {amparasque emitian a esta longitud de onda (López-Maio y co¡., 2005) Ei

uso de ia iuz ultravioieta como una tecnoiogïa de preservación es reiativamente nuevo,

prometedor y que con algunas precauciones es aitamente apiicable y letal para ia mayoria

de ios microorganismos (Bintsis y coi., 2000). A continuación se enumeran aigunas de

las ventaias más destacadas:

84

¡aEl3a

¡A

L

3;

¡A¡J

L

Es un proceso Frío,no afecta significativamente ¡a temperatura del aiimento, ni

su contenido de humedad, y por io tanto no causadaño térmico ai producto

No se requieren quimicos consumibles

No existe riesgo de sobredosis

Tiene baio consumo de energia

No Favorece la Formación de sustancias extrañas

No deia residuos quimicos ni radioactividad residuai en ei producto (tai como

ocurre con Ia radiación gama)

No tiene restricciones iegaies

No requiere equipamiento de seguridad adicional y es bastante seguro para el

personal que maneia ei equipo

Es de Fácilapiicación y no requiere persona! especializado para su aplicación

Tiene baio costo de inversión, Funcionamiento y mantenimiento

Eseficiente para varios bacterias, hongos, levaduras y parásitos
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Figura1.5.a. E1espectro electromagnético

1 t! ‘ - .. f
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xo cm ¡o un ¡O’c’n 10‘?!“ 1’?“ ¡cian ym
Í Í Í Ï I l ÍO

Rayosám vhwáïeu-" ‘Visible!" ¿«Radio’‘ Í'ïh‘óí"
Figura 1.5.b.Daño celular provocado por radiación W-C

DNA normal _ DNA modificado por W —C
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Su aplicación más comun constituye una alternativa a la cloración del agua, muy

popular en varios paises europeos y en los EE.UU desde hace unas décadas. La radiación

UV-C se usa para la desintección de grandes cantidades de microorganismos en aguas

potables y residuales (Gray, 1994; Bolton, 2001; Shama,1999; Bintsis y col, 2000) y en la

piscicultura (Summertelt, 2003). En la industria alimentaria, Farmacéutica y hospitales se

usa para esterilización de superficies, utensilios, aire y también material de empaque. En

los EEUU ya está aprobado el uso de la radiación UV para el tratamiento establecido de

reducción 5 ciclos logaritmicos del patógeno más resistente en ¡ugos Frutales y vegetales

con el requerimiento adicional del tluio turbulento (FDA, 2000a). En cuanto a los

cambios organolépticos que pudiera introducir el uso de la radiación ultravioleta, es

conocido que promueve la oxidación de lípidos en carne y leche a través de reacciones

Fotoquimicas (Bintsis, 2000). Koutchma y col.(ZOO4) reportaron que no se observó

diferencia entre sidra de manzana tratada con luz UV—Cy un control, utilizando un panel

de evaluacion sensorial. Oteiza (2007) trabajando con dosis de luz UV-C de 1,60 J/cm2

para irradiar [ugo de naranjalconcluyó que la calidad sensorial del jugo tratado Fue similar

a la del ¡ugo exprimido Frescosin tratar que se utilizara como control.

17.1.3. Susceptibilidad de los microorganismos a la luz UV

Con excepción de las bacterias Fotosintéticas la mayoria de los microorganismos

muestran susceptibilidad al daño ultravioleta (López—Maloy Palou, 2005). Los distintos

microorganismos requieren de una dosis especifica para ser inactivados Diferencias entre

especies y dentro de la misma, dependiendo de la cepa, el medio de crecimiento, el estado

del cultivo (Chang y col, 1985; Wright y col, 2000), la densidad de los microorganismos

y otras caracteristicas como el tipo y la composición del alimento pueden constituir

Factores importantes. Los hongos y levaduras como microorganismos de mayor tamaño,

son más resistentes que las bacterias. Los virus son más resistentes que las bacterias

(Adams y Moss, 1995), mientras que los protozoos, que también constituyen patógenos
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transmitidos por ios aiimentos, presentan cierta resistencia al tratamiento con iuz UV

(Shama, 1999; Boiton, 2001, Hoyer, 1998,-Sastry y coi, 2000) Las esporas bacterianas

demuestran maxima resistencia y las dosis aplicadas usuaimente no Hegan a destruirlas. Ei

estado fisiológico de ias células también es un Factor importante relacionado con ia

susceptibilidad de ios microorganismos. En general se considera que ias céiuias cuando se

encuentran en ia fase estacionaria son más resistentes que ias que se encuentran en Fase

exponencial,

1.7.1.4.Fenómeno de reactivación

Varios microorganismos que tienen un sistema metabóiico Funcional poseen

diverSOSmecanismos de reparación de los ácidos nucieicos dañados (Jagger, 1967). La

reparación del daño provocado por UV puede ser realizada:

¡S mediante ia luz visibie

:5 en oscuridad

La reparación que utiliza la iuz se conoce baio la denominación Fotoreparación ó

Fotoreactivación y requiere exposición a ia iuz visibie, concretamente a iongitudes de

onda en ei rango de 330-430 nm. Ocurre mediante ia acción de la enzima Fotoliasa, la

cuai debe activarse en ei W cercano ó en ei azul-vioieta de ia región visible dei espectro.

En este caso, ia dimerización de bases nucleotidicas adyacentes provocada por Ia [uz UV

sobre ios ácidos nucieicos, se monomeriza por ia acción de ¡a enzima. Para ios [ugos

Frescos,este mecanismo de reparación es importante dado que muchas veces se envasan

en materiai transparente y estan expuestos a ia luz en ios estantes de ios supermercados.

Para evitar esta desventaia del proceso, una estrategia posibie es mantener ei producto

baio refrigeración y/o en envasesoscuros (Guerrero-Beitrán y coi, 2004).

EI otro mecanismo mencionado incluye ei proceso reparatorio en oscuridad, e!

cuai se reaiiza en ausencia totai de ia luz. Se refiere a ia capacidad de reparación dei DNA
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de los microorganismos vía diferentes métodos sin la participación de la enzima Fotoliasa.

Estos métodos no son exclusivos para la reparación del daño causado por radiación

ultravioleta y pueden prevenir a la célula de mutaciones (Guerrero—Beltrány col, 2004).

1.7.1.5. Dosificación

La dosis de radiación recibida por el fluido irradiado en Flujo continuo se calcula

según;

D= ¡254' t (1.2)

donde 1254es la intensidad de la luz incidente calculada según se describe posteriormente

(véase ecuación 1.4); t es el tiempo de residencia calculado a su vez para un fluido a partir

de:

’C=V/F ('l3)

donde V es el volumen de la cámara de irradiación y F la velocidad de Huio de la

alimentación.

Para evaluar la dosis real recibida por la muestra tratada se tiene que tomar en

cuenta la atenuación de la intensidad de la luz emitida por la Fuente según la ley de

Lambert-Beer:

l=io exp a’d ' (1.4)

donde l es la intensidad atenuada; lo es la intensidad monocromática incidente; a es

el coeficiente de absortividad del material y d es la proFundidad alcanzada por la luz

UV.

Los términos relacionados que también se usan para evaluar los tratamientos con

luz UV son:

irradiancia (E) es la magnitud que describe la potencia incidente de radiación por unidad

de superficie. En el Sistema Internacional sus unidades son Watt/m3.



Dosis de radiación ultravioleta es el total de la energia radiante recibida. Se calcula

multiplicando la irradiancia por el tiempo de exposición. El término se usa

Frecuentemente el la literatura y representa la exposición de un dado microorganismo al

rango germicïda de la luz UV.Semide en Joule/

Para la mayoria de las bacterias, levaduras y virus se considera que una dosis de 100

J/ m2 es suficiente en soluciones que no muestran una significante absorbancia de la luz

UV. Cuando en una solucion están presentes esporas fungicas‘o bacterianas se necesitan

dosis superiores. En alimentos con sustancias disueltas y particulas suspendidas, tales como

los ¡ugos de Frutase recomiendan dosis no inferioresa 400 J/ m2 (Sastry y col, 2000).

1.7.1.6.Fuentes de la luz W

Como se ha mencionado anteriormente la radiación ultravioleta es parte de la

radiación del sol que alcanza este planeta. ia UV-A es el tipo de UV que más se

encuentra en la superficie de la tierra ya que a las longitudes de onda más cortas del

UV se les niega el pasaie por la capa de ozono que se ubica en la estratosíera. Esto hace

que no podamos usar la Fuente solar para aprovechar las propiedades germicidas de

UV-C y tengamos que recurrir a Fuentes artificiales, comúnmente las lámparas de

mercurio.Existen distintas lámparas de emisión de luz UV:

a; luz UV-A: Este tipo de lámparas Son de mecurio que emiten tanto UV-A como

también luz visible pero luego las longitudes de onda más largas que los 400 nm

se filtran por el material de recubrimiento de la lámpara (Figura 1‘ó ).

¡3 Luz W—A y UV-B; lámparas de las camas Solares que producen el bronceado

artificial y emiten en W-A y UV-Bi
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a; Luz W—C: de uso industrial que se usan para descontaminación de superficies y

líquidos. Éstasemiten en la región germicida como ya se vio anteriormente, a los

254mm que es la banda resonante de mercurio (Figura 1.6).

Las lámparas que emiten a 254 nm Funcionan a baja o media presión. La parte

exterior es el recubrimiento de cuarzo Fundido, el cúal permite el máximo de la

transmisión de la radiación W (aprox. 90% de la energia irradiada). En el interior hay una

pequeña cantidad de gas de mercurio (Funcionamiento a baias presiones) y un gas inerte,

habitualmente argón. Elúltimo no tiene un papel Funcionalsino secundario extendiendo

la vida útil de los electrodos y reduciendo la pérdidas térmicas Dentro de la lámpara se

encuentran también los electrodos de tungsteno a través de los cuales se aplicará el voltaje

apropriado para la Formación del arco de mercurio. Laaplicación de alto voltaie provocará

la excitación de los átomos de mercurio o sea hará que pasen a un nivel de energía mayor.

Al volver los electrones de los átomos excitados a su estado normal (a un nivel de energia

menor) emitirán la energia restante en Forma de luz ultravioleta, a los 254 nm (Figura

1.6).

1.7.1.7. Problemas y limitaciones

La mayor desventa-[adel uso de la luz ultravioleta con fines de desinfección es el poco

poder de penetración que tiene la misma. Asi por eiemplo, en agua destilada, a 40 cm

debaio de la superficie, la luz ultravioleta pierde 30% de su intensidad CBintsis, 2000). La

penetración en un liquido depende de la naturaleza del líquido: los sólidos solubles

disminuyen ia intensidad de la radiación que penetra en el liquido mientras que las

partículas suspendidas pueden bloquear la incidencia de la luz en la carga microbiana

(Shama, 1999, Bintsis y col., 2000) Ademas de las moléculas de DNA, las proteinas y la

bases también absorben la luz ultravioleta.
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Figura 1. 6.

a) Aspedo de una lámpara UV-A (1) y W-C (2) y circuito relacionado (5')

Ballast Switch

El. UV
Power lamp

(1)

(3)

(2)

b) lámpara W-C germícída instaladaPara la Sanítizadón de productos



La absorción de la radiación a partir de distintos alimentos es proporcional a su

contenido en las sustancias nombradas: la concentración de azúcares, sales, otros sólidos

solubles, las particulas suspendidas y ademas del color del medio, el tipo y la

concentración de la carga microbiana. Es por ello que hasta ahora su uso se limita a la

desinFección de superficies y aguas (liquido transparente) y a lo mismo apunta el

requerimiento adicional del fiuio turbulento en cuanto a la desinfección de ¡ugos

Así como en los alimentos, también en el caso de las superficies y del aire las

partículas y la grasa presentes, la humedad y suciedad ó en el caso del aire, los aerosoles,

juegan un papel protector a {avor de los microorganismos impidiendo que los rayos de

UV los alcancen. Cabe añadir que el uso de UV-C está aprobado para la desinfección de

superficiesde alimentos (FDA, 2001),

La otra limitación que se tiene que tomar en cuenta es reactivación que pueden

presentar los microorganismos tras una exposición subletal a radiación ultravioleta (véase

item 1.7.4).

1.8. Lamicrobiología predictiva como herramienta de analisis

En muchos alimentos, el control de los microorganismos, ya sean patógenos y/o

deteriorativos, depende de la combinación de Factores de preservación dónde

generalmente ocurren situaciones sinérgicas, por lo que se requiere menor intensidad de

los Factores cuando éstos se aplican en Forma simultánea, Por lo tanto, si se quieren

obtener juicios confiables sobre la calidad del alimento, su vida-útil y su seguridacl, es

necesario disponer de datos cuantitativos sobre los efectos de los Factores que afectan el

crecimiento, la supervivencia y/o la inactivación. Los modelos matemáticos son la mejor

manera de hacer predicciones baio estas circunstancias.

Una herramienta para el desarrollo de tecnologias para poder estimar la conducta

microbiana, es la aplicación de la microbiologia predictiva (Mc Meekin y col, 1993). La

microbiologia predictiva consiste en el desarrollo de modelos matemáticos para predecir

-34­



la velocidad de crecimiento o de declinación de los microorganismos baio un dado

conjunto de condiciones ambientales, El conocimiento detallado de las respuestas de

crecimiento de los microorganismos Frente a las condiciones ambientales, es decir, el

conocimiento de la ecologia microbiana, permite evaluar objetivamente el efecto del

procesamiento, la distribución y el almacenamiento en la seguridad microbiológica y la

calidad de los alimentos. Utilizando diseños experimentales adecuados y modelos

matemáticos apropiados, la microbiología predictiva permite la selección de los Factores

de preservación para alcanzar la vida útil deseada de diversos alimentos.

El modelado microbiano comenzó aproximadamente en 1920 con los cálculos del

tiempo de muerte térmica y el uso de los valores D (tiempo de reducción decimal) y z

(grados de variación en la temperatura, necesarios para reducir el valor de D en un 90%),

para describir la resistencia térmica bacteriana. En la década del ’70, se proFundizó

principalmente en el modelado de la probabilidad de producción de toxinas de C

bota/¡num principalmente en USA y en el Reino Unido (Roberts e Ingram, i973). En los

años ’80, el marcado incremento en la incidencia de brotes de enfermedades producidas

por alimentos, llevó a tomar conciencia pública de la necesidad de un abastecimiento

seguro de alimentos, En ese momento, los microbiólogos de alimentos comenzaban a

aceptar que los métodos microbiológicos tradicionales para determinar la calidad y

seguridad alimenticia, estaban limitados por el tiempo requerido para obtener los

resultados y que los métodos indirectos basados en cambios quimicos, fisicos o

fisicoquïmicos, no proporcionaban una respuesta hasta que un gran número de células se

encontraba presente. Lo mismo ocurría con varios métodos rápidos que necesitaban, o

bien un alto nivel de contaminación para que la respuesta sea evidente, o dependían del

uso de equipamiento muy sofisticado y oneroso.

Antes del advenimiento de la microbiologia predictiva, la mayor parte de la

bibliografia definía las condiciones ambientales limitantes del crecimiento, cuando los

demás Factores ambientales se encontraban en los valores óptimos. Ademas, sólo

ocasionalmente los efectos de dos o más Factores de conservación se estudiaban de tal

Forma que permitieran cuantificar la interacción de los mismos. A consecuencia de ello,



mucbos de estos datos no eran de utilidad o bien no permitían predecir la respuesta

microbiana.

Si bien el modelado no revela comportamientos microbianos extraños o poco

esperados, los modelos se pueden usar para predecir, por interpolación, el crecimiento

baio una combinación de condiciones que no Fueron especificamente testeadas en el

protocolo experimental (Wbiting,1995).

Se ban propuesto varios esquemas para categorizar los modelos, uno de ellos

propone dividirlos en modelos de crecimiento y modelos de inactivación/supervivencia.

Dentro de cada categoria se subdividen en modelos primarios, secundarios y terciarios

(López-Malo, 2000; Alzamora y col., i995).

Los modelos primarios describen cambios en la respuesta microbiana con el

tiempo en un ambiente específico. El modelo puede cuantificar unidades Formadoras de

colonia por mililitro o por gramo (UFC/mL), Formación de toxinas, niveles de sustrato o

productos metabólicos (que son medidas directas del crecimiento); absorbancia e

impedancia (medidas indirectas de la respuesta). Una vez generada la curva de crecimiento

o muerte microbiana, se utiliza una Función o ecuación matematica para describir el

cambio de la respuesta en Función del tiempo. Eiemplos de modelos primarios son: la

Función de Gompertz para crecimiento exponencial; el modelo de Gompertz modificado

para describir la inactivación microbiana; modelos para describir la declinación no lineal de

esporas sobrevivientes con el tiempo; el modelo logístico aplicado a destrucción térmica;

el modelo de Stannard; el modelo de Scbnute; la ecuación de Fermi; el modelo de

distribución de Frecuencias tipo Weibull; etc. (Mc Meekin y col, 1993; Peleg y Cole,

1998). l

Los modelos secundarios describen las respuestas de los parametros de los modelos

primarios Frente a cambios en uno o mas Factores ambientales como temperatura, pH o

aw. Ejemplos de modelos secundarios son el modelo de Arrbenius y el modelo de la raiz

cuadrada, que describen la dependencia con la temperatura, y el modelo polinómico.

Los modelos terciarios son rutinas de soFtwarepara computadora que convierten a

los modelos primarios y secundarios en programas amigables. Estos programas pueden

calcular las respuestas microbianas Frente a condiciones que no Fueron evaluadas
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inicialmente, comparar el efecto de diferentes condiciones o contrastar el

comportamiento de varios microorganismos, por lo que permiten elegir a los

microorganismos "blanco de ataque” en situaciones especificas de Formulación­

procesamiento de alimentos. Ejemplos de modelos terciarios son el “USDA Patliogen

Modeling Program” realizado por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos,

disponible gratuitamente en Internet (bttp://www.arserrc.gov) y el "Food Micromodel"

avalado por el Ministerio de Agricultura Pescay Alimentación del Reino Unido.

El progreso en la microbiologia de alimentos ba sido impresionante. El modelado

es actualmente una técnica de investigación estándar y una herramienta poderosa en el

diseño de alimentos y en el control de procesos. Sin embargo, todavia no se puede contar

sólo con los modelos para determinar la seguridad de los alimentos y los sistemas de

proceso. Los ensayos de laboratorio siguen siendo necesarios para determinar

inequívocamente la Factibilidad del crecimiento o supervivencia de patógenos en el

producto.

1.8.1. Modelo de distribución de Frecuenciasde resistencias tipo Weibull

La inactivación de los microorganismos debida a la exposición al calor se

consideró tradicionalmente ser gobernada por una cinética de primer orden. Sin

embargo en mucbas las curvas de supervivencia de diversos microorganismos se observó

un desvio de la linealidad mostrando una ligera curvatura/concavidad. La última es una

observación sumamente importante especialmente tomando en cuenta la práctica

común de extrapolación de los resultados que subestiman o sobrestiman el efecto

mortal del proceso segun la Forma de la curva. Una explicación alternativa para las

respuestas microbianas no lineales es la que nos dice que la curva de supervivencia es una

Forma acumulativa de una distribución temporal de eventos letales (Peleg y Cole, 1998).

Según este concepto, los distintos individuos de una población microbiana presentan

distintos tiempos de inactivación y/o muerte. La Forma de la curva de supervivencia se

define a partir de la distribución de las distintas resistencias de los individuos que
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constituyen esa población. El modelo relleia las diferencias en la resistencia de diversas

poblaciones microbianas a distintos procesamientos y Factores de estrés aplicados a través

de la moda, la varianza y el sesgo de la distribución. El modelo no toma en cuenta los

mecanismos especificos que causan la muerte o la inactivación, simplemente describe

su manifestación en una dada población microbiana (Peleg y Cole, 1998).

Laaproximación tradicional de inactivación de los microorganismos se basa en la

suposición que todos los individuos tienen la misma resistencia y de becbo los

individuos se inactivan una vez recibida cierta cantidad del Factor de estrés. La velocidad

de inactivación entonces se describe a partir de la siguiente ecuación diferencial.

—dN/Clt= l<N (1.5)

donde N es la población microbiana; clN/dt, la velocidad de inactivación y l<, constante

de la reacción (i/unidades de tiempo) . El modelo de Weibull asume la población

microbiana al recibir cierto tratamiento se puede encontrar en dos estados: viva o

inactivada. En este caso la Función de supervivencia de cada individuo microorganismo

miembro de dicha población será:

Para t <tc; S¡(t) = 1 (vivo) y t 2 td S¡(t) = O (inactivado)

donde td marca el tiempo que un mieroorganismo pierde viabilidad. Queda claro que td

nos indica la sensibilidad o resistencia de un individuo o una población respecto con su

tamaño. La Función de supervivencia de la población que constituyen los

microorganismos anteriormente mencionados en este caso se da a partir de:

SCt) = X Si(t) (1.6)

Siahora consideramos que en una población grande tal como son la mayoria de las

comunidades microbianas, la resistencia expresada en términos de td tiene una

distribución continua, la Función anterior se puede escribir:

S(t) = 1io Fit, tc((p)]cl <p (1,7)



donde F It,tc(q¡)] es Función de! tiempo de exposición y la Fracción de microorganismos

tp,comparte cualquier tiempo de muerte , tc ‘Asumiendo que la ecuación es váïida y que tc

tiene una distribución tipo Weibuil , entonces:

d Q/dtc=bn’cc"“ exp(Jaen) (1.8)

donde b y n son constantes y ia ecuación en Forma semiiogarïtmica se transforma en

log S(’c)=-b t n (1.9)

>Los parámetros b y n se utiiizan para calcuiar ios parámetros de Frecuencia de las

distin’cascurvas y ia evaluación final de los resultados según:

e; Moda (tan): es el tiempo de irradiación a! que se inactiva la mayoria de la

población, es decir a la máxima Frecuencia:

to,"= [(n-1)/nb]"" (1.10)

¿S Media (ïo ): es e! vaíor medio de ios distintos tiempos de inactivación

ic = {11(n+1)/n]}/b1m (1.11)

a; Varianza (até): es la varianza de la media

cio = “(n+2)In]—(l"[(n+1)ln])2}lb2’" (1‘12)

a; Coeficiente de sesgo (skewness) (D1): es el sesgo de {a distribución y está

relacionado a los miembros más resistentes de ¡a poblacion microbiana:

3/11

D1: “Mmm/gn ,2 (1.13)r(n+2/n)/b
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2.1. Objetivo general

Los ¡ugos Frutalesconstituyen una categoria importante de alimentos en términos

de consumo debido a su elevada la calidad nutricional, Funcional y a sus atributos

sensoriales. Económicamente, las Frutasocupan un lugar destacado en el comercio, tanto

local, como de importación y de exportación.

Los consumidores actuales asocian alimentos sanos y seguros con alimentos

frescos o mínimamente procesados, rechazando el agregado de antimicrobianos

sintetizados químicamente y los procesamientos severos que modifiquen

considerablemente la calidad nutricional y sensorial de los mismos. Asi, la industria

Fruticola esta hoy en dia muy influenciada por tres puntos especificos: inocuidad quimica

y microbiológ ica, beneficio en la salud y caracteristicas organolépticas de excelencia (en lo

posible, similares a la Fruta (resca de la que provienen).

Recientemente se publicó una evaluación critica de la información científica

disponible sobre lastecnologias alternativas de conservación de alimentos, tanto térmicas

como no térmicas (FDA, ZOOOb) (Le. microondas, calentamiento óhmico, altas

presiones bidrostáticas, pulsos eléctricos, pulsos de luz, campos magnéticos oscilantes, luz

ultravioleta, ultrasonido y rayos X). En la medida en que hubieran datos disponibles, se

describieron los mecanismos de acción en los microorganismos y la cinética de

inactivación; se identificaron los patógenos más resistentes a cada tecnologia y las Formas

de validar la efectividad de la inactivación microbiana; se analizaron los (actores críticos de

los procesos y se describieron las desviaciones posibles de los mismos y la Forma de

manejarlasi También se reportaron los efectos sinérgicos con otros factores mencionados

en la bibliografia y las necesidades de investigación de cada técnica. Las limitaciones

principales aplicables a todas o casi todas las técnicas alternativas pueden resumirse en los

siguientes puntos;

¡5 Lascurvas de supervivencia por lo general no siguen una cinética de primer orden, y

por lo tanto la cinética debe cuantit'icarse usando modelos matemáticos aiustados a

cada tecnologia. La cantidad de datos experimentales existentes (no siempre
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confiables) no permite la comparación entre distintas técnicas y deben tomarse

precauciones cuando estos parametros cinéticos se usan para desarrollar proceSOSo

comparar la resistencia de diterentes poblaciones microbiamis.

¡a Los modos de acción de las distintas tecnologías alternativas no están totalmente

identificados.

¡a No se ha evaluado la sinergia, aditivídacl o antagonismo de la combinación de

procesos alternativos entre si o con otros Factoresantimicrobianos tradicionales

m Para los procesos alternativos que no se basan en la aplicación de calor se necesita

todavia identificar los microorganismos patógenos y deteriorantes más resistentes a

los tratamientos y también los microorganismos no patógenos subrogantes de los

patógenos de mayor resistencia a los Fines de la validación del proceso a niveles

piloto e industrial.

El obietivo general de este trabajo es evaluar el efecto de la utilización de luz

ultravioleta de onda corta (254 nm) como una tecnologia novel alternativas a la

pasteurización de {ugo de manzana con el tin de inactivar microorganismos patógenos y

deteriorativos prolongando asi la vida útil del producto. Muchas de las tecnologías

emergentes, consideradas como métodos fisicos para la conservación de alimentos, se

encuentran todavía en estudio y su aplicación a alimentos de manera industrial es en

muchos casos incierta, ya que se requiere de mayores investigaciones de naturaleza básica.

En particular, la irradiación con luz UV de onda corta (254 nm) presenta muchos

interrogantes a resolver tales como la influencia del equipo de procesamiento,

condiciones de operación , la influencia de la matriz alimenticia y su poder de atenuación

de la luz , sensibilidad microbiana muy variada entre e intra especies; etc Asi mismo, la

integración de los distintos aspectos evaluados permitira poder explicar y predecir el

comportamiento microbiano Frente a esta nueva tecnologia, aportando conocimientos

para optimizar el procesamiento y conservación de iugo de manzana.
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2.2. Obietims específicos

¡a

¡a

Diseño; puesta a punto y determinación de las variables operativas y Factorescríticos

de un equipo de irradiación con luz UV-C en fluio continuo utilizando un medio

modelo y un microorganismo de prueba.

Evaluación de un método reproducible de cuantificación de la dosis de irradiación

UV-C recibida por el sistema.

Evaluación del impacto de la matriz en la eficacia del proceso utilizando sistemas

modelo y sistemas reales (jugos Frutalesclarificados ó integrales).

Estudio de la efectividad de un proceso que utilice la luz UV-C y otros Factores de

estrés (pH; almacenamiento refrigerado; etc.) para inactivar en iugo de manzana

microorganismos deteriorativos y microorganismos posibles indicadores de aquellos

responsables de ETAs relacionadas con jugos Frutales,

Estudio de la variación de la respuesta de un microorganismo como contaminante

único y cuando se encuentra en cócteles intra e inter -especie. I

Modelado y validación interna y externa de la cinética de inactivación de los

microorganismos de estudio en el [ugo de manzana utilizando como herramienta

Fundamental a la microbiologia predictiva. Evaluación de la influencia de los

factores de estrés aplicados a través de los parámetros obtenidos para el modelo

predictivo seleccionado.

Evaluación de una posible recuperación microbiana durante el almacenamiento del

¡ugo de manzana procesado por luz UV-C

Evaluación de las modificaciones en la flora nativa producidas por el tratamiento

de irradiación con luz UV de iugo de manzana mínimamente procesado durante el

almacenamiento del mismo.
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3.1. Etapas del ensayo

Este estudio se compuso de 3 etapas:

¿S Ensayos de reto microbiano con inóculos individuales y cócteles de

microorganismos relevantes en sistema modelo y [ugos Frutales.

¡#8 Ensayos de evolución de la flora microbiana sobreviviente durante el

almacenamiento refrigerado del fugo procesado luz UV-C

a; Ensayos de evolución de flora nativa del ¡ugo procesado con luz UV-C

3.2. Sistemas

Para los estudios de inactivación microbiana se utilizaron sistemas modelo y

alimentos liquidos de diferentes características. Se utilizaron los siguientes sistemas

modelo:

a. Agua destilada con peptona 0,1%

b. Agua destilada con peptona 0,1% con el pH ajustado a 3,0 con solución estéril de

ácido cítrico (50% p/p).

y los siguientes sistemas Frutales:

c. Jugo de manzana comercial (marca TROPICANA, Argentina) sin conservantes

declarados, pasteurizado, con pH variable en el rango 3,0 - 3,3 y contenido de

sólidos solubles N 11,8 —12,3 ‘Brixi Este jugo esterilizado Fue seleccionado ya que

no contenía ningún tipo de inhibidores microbianos.

d. Jugo de manzana integral, exprimido en el laboratorio, envasado al abrigo de la luz

y almacenado a 48 'C hasta su posterior utilización.

Tanto los ¡ugos esterilizados como las manzanas para la obtención del ¡'ugo integral

Fresco Fueron adquiridos en el mercado local durante los meses de marzo a enero. Las
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manzanas y [ugos Fueron almacenados en refrigeración antes de la realización de los

diferentes ensayos

35. Mediosde cultiva

A lo largo del presente trabajo se emplearon diferentes medios de cultivo ya sea para el

crecimiento ó recuento de diferentes microorganismos. Lacomposición de cada uno de

los medios de cultivo se detalla a continuación:

¡4

¡A

31

.4

Agar Tripteïna Soja (ATS-E) (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina),

composición (g/L): tripteïna 15,-peptona de soja 5; cloruro de sodio 5,-agar 15;

extracto de levadura6; pH del medio preparado: 7,3 t 0,2.

Caldo Tripteïna Sofa (CTS-E) (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina)

composición (g/L): tripteïna 17; peptona de soia 3; cloruro de sodio 5; Fosfato di

potásico 2,5; glucosa 2,5; extracto de levadura ó; pH del medio preparado: 7,3 t.

0,2.

Agua Peptona bufereada (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina)

composición (g/L): peptona 10; cloruro de sodio 5; Fosfato di sódico 3,5; (osiáto

monopotásico 1,5,-pH del medio preparado: 7,2 i 0,2.

Agar de Recuento en Placa (APC) (Merck, Darmstadt, Alemania) composición

(g/L): peptona de caseïna 5; extracto de levadura 2,5,- D(+) glucosa 1; agar-agar 14;

pH del medio preparado:7,0 t 0,2,

¡a Agar Sabouraud (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina) composición

(g/L): peptona de carne 5,0; peptona de Caseina5,0; D (f) dextrosa 40,0; Agar

15,0,-pH del medio preparado: 5,6 :t 0,1.



a; Extracto de levadura CLaboratorios Britania, Argentina)

3.4. Microorganismos

Para la realización del estudio se utilizaron cultiVOs de los siguientes

microorganismos de colección provistos por Medica-Tec SRL,Argentina:

Bacterias: Escher/chia col/ATCC 35218; Escher/cha co/I‘ATCC 25922; Escherichia coli

ATCC 8738; Esdyen'aéza co/I’ATCC 11229 y Lister/2?¡naaa/a ATCC 33090 . Las mismas se

sembraron en estrías de ATS-E y se incubaron a 37‘C por 24 li, almacenando luego las

estrías a 4 'C para su posterior utilización.

Levaduras: Cana/Ida parapsilosís ATCC 22012 Zygosacc/¡aromyces bai/¡7'NRRL 7255,­

Zygasaccfiaromyces maxfl' A TCC52519} Pía/11;?¿flama/3 NRRL 3668 y Sacc/¡aromyces

cerewS/aeKE162. Lasmismas se sembraron en estrías de Agar Sabouraud y se incubaron a

27'C por 24 h, almacenando luego lasestrías a 4 'C para su posterior utilización.

3.5. Preparación delos inóculos

35,1. lnóculos simples

Los inóculos simples se prepararon transfiriendo una ansada de una estrïa de

cultivo fresco a un erlenmeyer conteniendo 20 mL de CTS-Ee incubando a 37 °C en el

caso de las bacterias; ó 20 mL de caldo Sabouraud enriquecido con 0,6% extracto de

levadura e incubando a 27"C, en el caso de levaduras . Todos los inóculos se incubaron

en agitación mediante el uso de un agitador orbital (Edmund Bübler Modelo KM 2,

Darmstadt Alemania) durante 24 h de manera de obtener un cultivo en {ase

estacionaria. Alcanzado este período de incubación, se obtuvo un inóculo con una

concentración aproximada de -—109 UFC/mL. De cada inóculo se tomaron 5 mL y se
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colocaron en SOOmLdel medio utilizado en cada experiencia (jugo ó sistema modelo)

justo antes del tratamiento, iniciando la irradiación UV—Ccon una concentración

microbiana aproximada de N106 407 UFC/m L.

3.5.2. Inóculos mixtos

Para la utilización de cócteles, se prepararon los inóculos individuales para cada

cepa a utilizar tal como se describió en el apartado anterior. Antes de la realización de

cada experiencia de irradiación con luz UV-C, se tomaron alícuotas idénticas de cada uno

de los inóculos individuales, se mezclaron en un erlenmeyer de SO mL iunto con 5-6 mL

de agua peptonada estéril. Se mezcló mediante un vortex durante 15 segundos e

inmediatamente se procedió a la realización de la experiencia Se utilizaron cócteles de a)

distintas cepas de E. co/f y b) diberentes levaduras Para el caso a) se utilizó, con fines de

comparación, un inóculo simple de Esc/¡er/c/fla co/I‘ATCC 35218 y para el caso b) el

inóculo simple elegido Fue Saceréaromyces cereV/S/aeKE 162..

3.6. Obtención de ¡ugo manzana integral para los ensayos de reto microbiano

Se utilizaron manzanas sanas, maduras, de variedad Golden adquiridas en el

mercado local. Se seleccionó dicha variedad ya que la misma permitía una correcta

manipulación y procesamiento, minimizando el deterioro de la Fruta. Las manzanas se

guardaron en refrigeración (N 4‘C) basta su conveniente utilización. El ¡ugo Fue

exprimido baio condiciones asépticas en una cabina de bioseguridad clase ll tipo A/83

CNuaire lnc., Plymouth, MN, USA), utilizando manzanas previamente sanitizaClas y un

extractor de iugos de tipo bogareño (400 watts; 1 Litro; Black and Decker, modelo JE

1500, China) (Figuras 3.1 y 3.2).

Para el proceso de sanitización, todas las manzanas se cepillaron y se lavaron con

agua y detergente, se dejaron en agua con bipoclorito de sodio al 1%durante 20 minutos

y se enjuagaron con agua destilada. A continuación, las mismas se secaron con papel
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absorbente embebido con alcol'iol y se dejaron en la cabina de bioseguridad durante 20

minutos bajo la luz UV-C para terminar el proceso de desinfección y secado superficial

(Figuras 3.1 y 3.2). El mismo procedimiento se siguió para la sanitización de todos los

utensilios que se utilizaron durante el proceso de obtención del iugo, incluidas la partes

móviles del extractor de jugos.

Las manzanas sanitizadas se pelaron, cortaron, y se procesaron en el extractor de

¡ugos dentro de la cabina de bioseguridad. El ¡ugo asi obtenido se filtró utilizando gasa

estéril y recogiendo el filtrado en envases de vidrio estériles de SOO mL de capacidad. A

continuación, se centriFugó a 1200 rpm durante 10 minutos (centrÏFuga Rolco, modelo

AMC 3550, Buenos Aires/ Argentina) con el fin de disminuir la cantidad de pulpa y asi

evitar la precipitación por acción enzimática aFectando la calidad del ¡ugo El pH del ¡ugo

se ajustó a 3,0 (+/—0,2) con solución estéril de ácido citrico (50% p/p). Posteriormente,

el mismo se almacenó en Frascosestériles color caramelo (SOO mL) a 48 "C. Antes de la

realización de cada experiencia los mismos eran descongelados durante

aproximadamente 15 minutos a baño Maria en agua a N SO "C.

3.7. Obtención de ¡ugo de manzana para el estudio de la Hora nativa

Para el estudio de evolución de flora nativa se siguieron las condiciones habituales

baio las cuales se obtiene el ¡ugo en la industria y por lo tanto este jugo no se obtuvo en

condiciones de esterilidad. Se utilizaron utensilios limpios y las manzanas se procesaron

Fuera de la cabina de bioseguridad. Dada la baia carga microbiana obtenida en los

controles de calidad sanitaria del ¡ugo (recuento de microorganismos aerobios totales en

agar PCA, no se muestran resultados), se decidió procesar manzanas sobremaduras apenas

lavadas con el Fin de aumentar la carga microbiana en el {ugo y asi evaluar la eFectividad

del proceso de irradiación con luz UV-C en el caso de una contaminación mas elevada de

lo habitual. El iugo asi obtenido se filtró y se centritugó igual que el item anterior

utilizándose inmediatamente después de su obtención con Fin de no alterar

cuantitativamente los microorganismos de la Horacontaminante.
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Figura 3.1. Procedimiento realizado para la satización dela fiuta
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mid

Partes desmontables del extractor, manzanas

Utensilios

\ Lavado
í

20mm. en agua clorada

Eniuagado:con agua destilada estéril
Secado con algodón embebíclo en alcohol

Secado 20 min. enla cabina baio luz UV
Pelaclo, cortado de la Fruta

Extraccígn de [ugo

Filtrado plor gasa estéril

Centrilugado -—> descarte de pulpa

Toma de muestra ‘_ Recolección del jugo en Frascosde 500 mL

Madicíón del pH adición de ací/cl?cítrico en vol. de SOOmL

aiuste del pH con ácido cítrico (50%p/p) l

Almacenamiento a —18’C
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Figura 3.2. Manzanas, exhackor de jugos y utensilios en proceso de sanítízacíón en cabina

de seguridad previo a la extracción del jugo.



3.8. Caracterización fisco-química de los ¡ugos utilizados

3.8.1. Determinación de pH y sólidos solubles

El pH de los ¡ugos de manzana se midió utilizando un pHmetro PerpHect pH/iSE

modelo 310 (Orion Research Inc, Beverly, USA),

La concentración de sólidos solubles (° Brix) se determinó utilizando un

refiactómetro digital PR-101 Palette (ATAGO Co, LTD,Japón). Todas las mediciones se

realizaron por triplicado,

3.8.2. Determinación del coeficiente de absortividad de los ¡ugos utilizados

Uno de los parámetros que infiuye en la eFectividad de la irradiación con Luz UV­

C es el coeficiente de absortivíclad (ver apartado 1.6.1.5), el cual se determinó para los

jugos utilizados en este estudio (comercial y Fresco),

Para la determinación de dicbo coeficiente se prepararon distintas diluciones del

alimento en agua destilada en el rango de 0,1% v/v a 1%v/v y se midió la absorbancia a

254 nm en cubetas de cuarzo de un 1 cm de camino óptico utilizando un

espectrototómetro (Hewlet Packard 8453,Hanover,Alemania).

Se graficaron Las absorbancias correspondientes a las diluciones de cada alimento

en Función de la concentración. La pendiente de la recta obtenida define el coeficiente de

absortividad del alimento.

3,9. Equipo de irradiación UV-C

El equipo de tratamiento de sistemas liquidos por luz ultravioleta especialmente

construido en el laboratorio para este fin se muestra en el esquema de la Figura 3.3. El

mismo constó de una lámpara (Figuras 3.3 y 3.4) de luz en el rango germicida (254 nm,

UV, Lux SOW/GSO TO , Phillips) de baia presión de mercurio colocada dentro de una
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camisa vidriada con entrada y salida del sistema a tratar y sellada en sus extremos a la

lámpara UV mediante el uso o-rings y resina de contacto. La entrada y salida de la camisa

vidriada descargaban mediante mangueras Flexibles autoclavables (Cole-Parmer,

Mastertlex, L/S 24, Illinois, USA)en un vaso de doble camisa de 800 mL de capacidad,

conectado a un baño termostático (HAAKE, Mess-Technik, Karlsruhe, Alemania),

El espacio anular libre entre la lámpara UV y la camisa se constituyó como

"reactor" (cámara de irradiación). La longitud del reactor era O,87m con un diámetro

interno (pared de la lámpara) de 0,024 m, mientras que el diametro externo (camisa de

vidrio) era 0,031 mi Elvolumen del reactor UV-C se calculó según:

V= 7: ’r3’ L (3.1)

donde r = radio del espacio anular en el reactor (Figura 3.3) ; L= longitud del reactor; Tc=

3,1416 . Debido a posibles imperfecciones en el diseño del reactor, este parámetro se

verificó experimentalmente midiendo el volumen de liquido en la lámpara descargado en

probeta calibrada‘

3.10. Tratamiento de irradiación con Luz UV-C

Antes de la realización de cada experiencia, la lámpara UV—Cdel reactor se

encendió durante 15 minutos con el propósito de esterilizar el mismo. Para la sanitización

del area de trabaio se siguieron los protocolos convencionales de higienización de la

cabina en donde se encontraba el equipo asi como también de la zona circundante a la

zona de toma de muestra. Posteriormente, SOO mL de medio a irradiar (¡ugo ó sistema

modelo) se colocaron en el recipiente estéril de doble camisa, poniendo en

Funcionamiento la bomba peristáltica que alimentaba al reactor utilizando mangueras



Figura 3.3 Esquema del equipo utilizado: Detalle del reactor
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Figura 3.4. Detalle de! reactor con lámpara UV-C en Camisa(a) y de Ia bomba perístáltim
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estériles especiales (Cole-Parmer, Mastertlex, L/S 24, Illinois , USA) estableciéndose un

tluio de 1 L/min (ver Figura 3.5).Para medir la velocidad de Huio se alimentó el reactor

con agua estéril y se midió el tiempo necesario para llenar una probeta de 100 mL. La

medición se realizó por quintuplicado. El Huio y la temperatura de operación se

seleccionaron según lo descripto en el apartado 4.2 referido a la optimización del equipo.

El vaso de doble camisa estaba conectado a un baño termostático (HAAKE, modelo

Mess-Technik, Karlsruhe, Alemania) con el propósito de mantener una temperatura

constante en el interior del vaso de 28 i 1°C, Los sistemas estuvieron siempre agitados

desde el comienzo de cada experiencia, mediante la utilización de un agitador magnético

(Decalab SRL,Argentina).

Una vez estabilizado el Huio, se encendió la lampara durante 5 minutos, luego se

incorporaron 5 mL de inóculo microbiano simple ó en cóctel tomándose muestras de

sistema a intervalos de tiempo regulares durante un tiempo total de 15minutos. Todas las

alícuotas se mantuvieron en agua con bielo basta su posterior recuento. Lasexperiencias

se evaluaron por triplicado para cada condición ensayadai

3.11. Enumeración de microorganismos sobrevivientes

Se realizaron los recuentos microbianos mediante las técnicas de dilución seriada

con siembra en superficie (por duplicado). Se utilizaron placas conteniendo agar ATS-E ó

Sabouraud segun se utilizaran bacterias ó levaduras, respectivamente. A tiempos de

tratamiento prolongados (t >10 minutos) se utilizó la técnica de siembra en profundidad

tomandol ó 2 mL de sistema debido a la baja concentración de microorganismos viables

en los ultimos minutos del experimento. Se contaron las placas que tenian entre 30-300

colonias tras incubación a 27°C (levaduras) ó 37°C (bacterias) durante 3 dias. En el

estudio de almacenamiento de Flora nativa las muestras se sembraron en agar APC a 37°C

por 72 boras y en Agar YGC a 27‘C por 5 días,
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Figum 3.5- Equipamiento utilizado para ¡os ensayos de irradiación
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El recuento de colonias se realizó con un contador automático (COMECTA SA,

Barcelona, España).

3.12. Representación gráfica de las curvas de superviVencia

Las curvas de supervivencia se generaron a partir de la información experimental

para cada condición ensayada, por medio de la representación gráfica del logaritmo de la

razón entre el número de microorganismos sobrevivientes, N y el numero inicial de

microorganismos, No (¿og (N/N0)) en Funcióndel tiempo de tratamiento (f)

3.13. Modelado matemático

Se realizó el modelado matemático de las curvas de inactivación de los diFerentes

microorganismos utilizando el modelo primario de distribución de Frecuencias de

resistencias tipo Weibull (ver apartado 1.7.1). Se calcularon los parámetros b y n

característicos y a partir de los mismos se obtuvieron las correspondientes distribuciones

de Frecuencias de resistencias y sus estadísticos asociados (media; moda; varianza y sesgo).

La validación interna del modelo se realizó mediante análisis de varianza para

regresión no lineal y se aplicaron los siguientes tests:

o Test F para la regresión completa

o Cálculo del coeficiente de determinación corregido por grados de libertad

del sistema (R3 ai).

o Análisis de residuales por métodos gráficos

Todos los parámetros y tests analizados se describen en el Apéndice de

Procedimientos Estadísticos. El modelado se realizó utilizando el paquete estadistico

Statgrapbics Plus For Windows 3.0® (Statistical Grapbics Corp, USA).



5.14. Estudios de almacenamiento

Se siguió la evolución de la carga microbiana de las muestras de ¡ugo comercial

que Fueron inoculadas con los microorganismos Escher/cha co//' ATTC 35218,

Sacc/iaromyces cereV/S/aeKE 162 y un cóctel de levaduras compuesto por 53ccfiaromyce5

CC’fc’WS/QC’KE 162, Candida maps/7055 ATCC 22019, P/cc/ua anoma/a NRRL 3668,

Zygosacc/¡aromyces bai/¡l NRRI 7256 y Zygosacc/zaromyces max/f ATCC 52519) e

irradiadas con luz UV-C durante 15 minutos. Para ello, una vez finalizado el tratamiento

con luz UV, Frascos color caramelo, estériles, de 20mL de capacidad, se llenaron

asépticamente con el ¡ugo inoculado y tratado y se rotularon y almacenaron en

retrigeración (4”C) durante 7-1O dias. A cada tiempo de muestreodurante el período de

almacenamiento se realizó el recuento de microorganismos (por duplicado de sistema y

por duplicado de muestra) para el ¡ugo inoculado e irradiado. Los resultados se expresaron

como Log (N) en Función del tiempo.

3.15 Evolución de la Flora nativa de los ¡ugos irradiados con luz UV-C

Se estudió la Hora nativa durante el almacenamiento reFrigerado del ¡ugo de

manzana. Para ello se obtuvo el ¡ugo segun la metodologia detallada en el apartado 3.7

con la variante de que el procedimiento no se realizó en ambiente estéril y que las

manzanas y los utensilios utilizados no Fueron sanitizados previamente con agua clorada.

El estudio tuvo dos variables: por un lado se almacenó ¡ugo Fresco exprimido sin

ningún tratamiento previo; por otro lado ¡ugo obtenido con la misma metodologia se

trató durante 15 minutos con luz UV—Cy en continuación se procedió en Su

almacenamiento

Los ¡ugos se almacenaron en Frascos de 2O mL a 4”C. A intervalos de tiempo

regulares (24-72 bs) se tomaron dos Frascos de cada condición y se realizaron los

siguientes recuentos:
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o Microorganismos aerobios: plaqueo en Agar APC e incubación a 37°C por 72 bs.

o Hongos y levaduras: plaqueo en Agar YGCe incubación a 25°C por 5 dias.

Se graficaron las correspondientes curvas de supervivencia.

3.16. Determinación de la dosis de radiación UV—C

Es posible utilizar la actinometrïa para estimar la cantidad energía disponible en

una exposición del alimento a radiación UV-C. Laactinometría es la cuantificación de la

energia de la luz UV a través de la generación (le reacciones Fotoquimicas a partir de

diversos actinómetros químicos .

Para determinar la intensidad de la radiación emitida, se utilizó el par actinométrico

ioduro-iodato (Rban, 1999) pero dicho procedimiento debió ser optimizado para

tratamiento de muestras en flujo continuo dado que originalmente está diseñado para

sistemas estancos. A continuación se describe el procedimiento realizador

La determinación se realizó utilizando una solución preparada con buffer borato

0,0iM (pH 9,25) a la que se le agregó iodato de potasio 0,1 M y ioduro de potasio 0,6

M. Las diFerentes dosis UV-C aplicadas se obtuvieron por variación del tiempo de

exposición de la muestra. Para cada tiempo se cargó el equipo descripto en apartado 3.9

con la solución (E 220 mL) utilizando una bomba peristáltica (Cole-Parmer, Masterilex

modelo 7518-12, illinois, USA), se mantuvo expuesto a la radiación UV-C por el tiempo

estipulado (O, i, 2, 4 y 5 min) y Finalmente se descargó y se tomó una muestra (20 mL)

del liquido irradiado, previamente se descartaron los primeros iOO mL de solución (punto

medio de la lámpara).

La absorbancia de las muestras se midió en un espectrototómetro (Hewlett

Packard 8453,Hanover, Alemania) a 352 nm. Dicl'ia cuantificación se llevó a cabo

mediante las siguientes expresiones:



Actinómetro ioduro-Iodato:

8K] +KiOs+3H20+hv+—- 3i3—+óOH—+9K+ (342)

Lambert— Beer:

AbS352=8.l7.C (13.3)

Moles ¡3: Absaszx V(l2 con e: 26,400 M'lcm'1
ab b: 1 cm

N“ Einstein (Fotones absorbidos): Mol I; (34)
QY

siendo

QY=umbral quantum = 0,75 l1+0,02(T- 20,7)(1+O,23(C—O,577)l (3.5)

con T=temperatura (“O y C=concentración de ioduro

Entonces,

E (J): 4.72x105 (J/einstein) . N" GÍDSÏGÍW (3-6)

A partir de las absorbancias obtenidas a 352 nm a los distintos tiempos de

tratamiento, se utilizó el principio de Lambert—Beer(3.3) para calcular los moles de

triioduro Formados (is'). Obtenido este dato, se calcularon los números de Fotones

absorbidos o número Einstein (3.4) y el valor del umbral quantum (3.5) para la

concentración de ioduro y la temperatura de la experiencia. La concentración de ioduro

se calcula midiendo su absorbancia a BOOnm, utilizando la ecuación de Lambert-Beer

(3.3) y el correspondiente coeficiente de absortividad (8 = 1,061 M’lcm'l). A partir de la

ecuación 3.6 se calculó la energia recibida por la muestra expuesta a la irradiación UV-C a

cada tiempo de tratamiento. Se graficaron los distintos valores de energia en Función de

los correspondientes tiempos de exposición. Al multiplicar la pendiente de la curva

obtenida (J/min) con el tiempo de exposición (min), el valor que obtenemos tiene



unidades de energía. Dicha energia corresponde a la emitida a partir del área caracteristica a

la cual se expuso la muestra. La misma se expresó por unidad de área t”J/m3).

A partir de los datos obtenidos se establece como tiempo final, el último tiempo

para el cuál la relación energïa—tiempo presenta un comportamiento lineal A

continuación, a partir de los datos de la ecuación que caracteriza la curva obtenida se

extrapolan los resultados para el tiempo de interés (tiempo de tratamiento). Eltiempo en

el cual su relación con la energia deia de ser lineal depende de la potencia de la lámpara y

el área de exposición del reactor ('Rlvan,1997) .

Los resultados de las mediciones actinométricas se verificaron utilizando un

radiómetro (Melles Griot, modelo 13 PEM 001, Colorado USA). Para realizar la medición

se tuvo que quitar la tapa protectora de la lámpara de UV-C tomando medidas adicionales

de seguridad para la protección del operador. Se encendió la lámpara durante 15 minutos

con Fin de que alcance la máxima potenciar Posteriormente, la misma se apagó y se

colocó el sensor en contacto con ella, y la misma se encendió nuevamente. En la pantalla

del radiometro se leyó el valor de la potencia (mWatt). Al mantenerse constante el valor

de potencia expuesto por el radiometro se finalizó la medición. El sensor del radiómetro

se aiustó a minima distancia de la lámpara del equipo, intentando de este modo que la

medición sea represntativa de la potencia que recibe la muestra al circular por el tubo de

irradiación.
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4.1. Caracterización fisco-quimica de los jugos utilizados

4.1.1. Determinación de pH y sólidos solubles

El pH de los jugos de manzana comerciales utilizados (TROPICANA) Fuede 3,0

- 3,2. Dado que hubo solamente pequeñas variaciones este tipo de jugo no se procedió

en ajuste del pH,

En el jugo de manzana integral-exprimido el pH osciló entre 3,4—3,7y se ajustó a

pH 3,0 +/- 0,2 según lo descripto en el apartado 3.6.

La concentración de sólidos solubles (° Brix) para el jugo comercial Fue 11-123

mientras que para el jugo integral fiesco Fue de 131-136. En ningún caso se procedió a

ajuste de sólidos solubles.

4.1.2. Determinación del coeficiente de absortividad de los jugos utilizados

Uno de los parámetros que infiuye en la efectividad del procesamiento con luz UV­

C es el coeficiente de absortividad del sistema irradiado. Asi, por ejemplo, Oteiza (2007)

determinó que los coeficientes de absortividad de jugos de manzana, naranja y multifiuta

mantuvieron una relación lineal con los tiempos de reducción decimal, D, obtenidos para

distintas cepas de Eco/¡tras su exposición a luz UV-C. En este estudio se determinó el

coeficiente de absortividad del jugo exprimido integral (JMI) y el jugo comercial

clarificado OMC). Una descripción más detallada de las diferencias de los dos tipos de jugo

de manzana y su elaboración se encuentra en los apartados 1.3.1 y 3.6. Se determinaron

las absorbancias a 254nm de distintas diluciones de ambos jugos tal como se describe en

el apartado 3.8.2. (Figura 4.1)

Loscoeficientes de absortividad obtenidos a partir de la pendiente correspondiente a

la estimación lineal entre la concentración del jugo y su correspondiente absorbancia se

presentan en la Tabla 4.1 junto a otros valores obtenidos de bibliografia para jugo y sidra

de manzana.
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Figura 4.1

Curva de absorbancía en Función de la concentración para ¡ugo de manzana exprimido­

integral (JM!) y ¡ugo de manzana comercial clarificado OMC)
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Tabía4.1.Coeficientes de absortívídad obtenidos para ¡ugo ó sidra de manzana de diversas
Fuentes. En este estudio, JMC ==¡ugo de manzana comercial clarificado, JMl= ¡ugo de
manzana exprímído integral.

Jugo/sidra , , Absortividad‘ (cm-1) Fuente

JMC 0,132 c'sfe traba/b

JM! 0,137 este traba/a

Sidra de manzana
'Yakíma' 0'210

Sidra de manzana, (rasca,
Placevílíe,CA 0258

SidrÏlde. ma‘nïana 0,570
Zelger s

Sidrade manana ’Tastee' 0,980 Koqu/¡maycol, 2004

Sidrade manzana
de Geneva, NY 0,093

Newcomerstown, OH

Jugo de manzana
darífi'cado 0'090

Jugo de manzana "GMS' 0,198

“9°,? mÉ'Ïza"a' 0,071 Oteiza,2007agglo



No se observaron diferencias de significación entre los coeficientes de absortividad

calculados para ambos jugos si bien ambos tenian un aspecto bien diferenciado. Los

valoresobtenidos se encuentran dentro del rango reportado por Koutcbma y col. (2004)

para una gran variedad de sidras y jugos de manzana con valores de coeficientes de

absortividad en el rango de 0,090 y 0,198 cm“1para distintos jugos de manzana mientras

que para sidra de manzana (de caracterïsticas similares al jugo exprimido integral)

informó valores que variaron entre 0,093-0,970 cm‘1.

4.2. Optimización del equipo de irradiación UV-C

El equipo de irradiación con luz UV-C para tratamiento de sistemas liquidos se

construyó especialmente para la realización de este estudio tal como se describe en el

apartado 3.9. Con vistas a que el proceso de irradiación con luz UV-C sea un proceso Frio

se eligió una temperatura de operación interior a 30°C. Por lo tanto se utilizó el vaso

doble camisa conectado con el baño termostático (ver apartado 3.9). Latemperatura del

baño se fijó a los 25°C mientras que la temperatura del sistema al salir y al entrar en la

cámara de irradiación se mantuvo constante de 28°C +/—1’C.La medición se realizó en el

recipiente de recirculación (es decir el vaso de doble camisa termostatizado) mediante un

termómetro de mercurio externo, medida que concordó con lo expuesto en la pantalla

del baño termostático.

La velocidad de alimentación de la bomba Fue regulada por un controlador de

velocidades manual correspondiendo a una posición intermedia entre los puntos medio y

máximo del regulador. Este Flujo Fue el máximo conseguido por la bomba para el cual el

sistema de mangueras se mantenía estable y no se producïa salpicación durante el

procesamiento. Dado que con la bomba peristáltica disponible no se podía conseguir flujo

turbulento en única pasada se optó por trabajar con un caudal de 1 L/minuto.

Secalculó el numero de Reynolds correspondiente para el jugo de manzana segun:
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_ pUD

u
Re (4,1)

a partir de las propiedades Físicas del jugo de manzana (12,5 "Brix; 28°C): p= densidad

(1046 Kg/m3> y u=viscosidad (1,39 mPa.s) (Alvarado,1993> y de las variables de proceso,

velocidad media del flujo (U) y diámetro D = 0,007 m. La veloddad media del flujo

(v=0,055 m/s) se calculó según la siguiente ecuación:

U = FV/A (4.2)

Donde Fv el caudal de alimentación (Fv :1 L/min> y A, el área anular del reactor (m3)

calculado a partir de la ecuación (4.3):

A: TC/ÁL'Dexz" 1t/4' Dint2 (4.3)

igual a 0,000302225 m2 . DlCl’)Ovalor de Reynolds correspondió a 290 para el jugo de

manzana mientras que para el sistema modelo calculado a partir de las propiedades fisicas

del agua (densidad a 28°C; p=998 l<g/m3 y viscosidad u=1 mPa.s) e identicas variables de

proceso Fue 385i En ambos casos el flujo con el cjue se trabajó correspondió a flujo

laminar.

Dado que el volumen del reactor calculado según la ecuación 3.1 (V: 0,26 L) Fue

algo mayor cjue el volumen real calculado, se asumió para los cálculos el valor de volumen

medido teniendo en cuenta posibles imperfecciones que pudiera tener la camisa vidriada

en cuanto a su diámetro interno. Siendo el volumen real medido del reactor UV-C de

0,22 L (ver apartado 3.9) y el caudal de alimentación (Fv) de 1 L/minuto, el tiempo de

residencia (1:)dentro de la cámara de irradiación del jugo correspondió a:

t =%=O,22min=13,2s (4.4)V

siendo VR: volumen del reactor

Una velocidad de flujo elevada correspondiente a un régimen turbulento (Re >

2100) ayuda a la optimización del proceso dado que aumenta la posibilidad de que todos

los elementos de volumen sean expuestos a la radiación UV-C. Sin embargo, también

disminuye el tiempo de residencia de dicbos elementos de volumen. Dado que, según el



diseño de este equipo se operaba con un modelo de recirculación y no de única pasada,

los elementos de volumen eran expuestos reiteradas veces a la irradiación UV-C, becbo

que permitió la utilización de una velocidad de flujo correspondiente a flujo laminar y no

flujo turbulento tal como Fueestablecido para equipos de unica pasada (FDA, 2000),

4.3. Determinación de la dosis de radiación UV-C

Con el propósito de determinar la intensidad de la radiación emitida, se utilizó el

par actinométrico ioduro-iodato (Rban, 1999) siguiendo el procedimiento descripto en

el apartado 3.16. El actinómetro ioduro—iodato resultó efectivo y reproducible para la

determinación. de las dosis de luz UV-C aplicadas durante el tratamiento. Las dosis de

irradiación UV-C aplicadas variaron según los diferentes tiempos de exposición. Las

absorbancias obtenidas ¡unto con los correspondientes valores de concentración de

triioduro (ls‘) y de energia calculados segun las ecuaciones 3.3 a 3.6 se presentan en la

Tabla 4.23.

A partir de 4 minutos de irradiación la relación energia—tiempo deió de ser lineal

y no Fueposible utilizar posteriores valores de absorbancia debido a que el sistema estaba

saturado y sin posibilidad de generar más moles de triioduroEn la Figura 4.2.a. se muestra

la curva obtenida para los distintos tiempos de irradiación con luz UV-C en el rango 0-4

minutos y la ecuación que caracteriza la relación energia—tiempo para la zona lineal (0-4

minutos) a partir de la cual se calculó la energia correspondiente a los distintos tiempos de

tratamiento. Para un tratamiento completo de 15 minutos, el valor de E (Id) Fue:

ECkJ)=0,0609 (Id/min) ’t(min) +0,038 (4.5)

9 E (U) = 0,9515 k)

Este valor este de energia se dividió por el área de exposición (0,06556 m3) (area expuesta

del tubo de mercurio del reactor) calculada según:

A = Pint ' L (4.6)
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Pm = 2 *5,14’ Dint/2 (4.7)

siendo L=longitud del tubo (0,87m) y Pmt= perímetro interno (0,07536 m)

Finalmente la energía para los 15 minutos

E (15 min)= 0,9515 k) / 0,06556 m2=14,5 l<J/m2 (4.8)

Con el propósito de verificar los resultados obtenidos mediante actinometrïa, se

realizó también determinación de la dosis de UV-C empleando un radiómetro tal como

se describe en el apartado 3.16. A partir de la medición con el radiómetro se obtuvo la

potencia de lámpara igual a 0,00122 J/s. Dicho valor se dividió por el área del sensor del

radíómetro:

0,00122 J/s = 15,55J/sm2 (4,9)

0,00007854 m2

El valor obtenido a partir de la ecuación 4.9 se multiplicó por el tiempo del tratamiento

del estudio (15 min= 900 s) determinado asi el correspondiente valor de la dosis:

15,557J/sz ' 9005 =13,98 kJ/m2 (4.10)

El valor de dosis de 13,98 kJ/m2 obtenido mediante la medición con el radiómetro Fue

muy cercano al valor que se obtuvo con el sistema actinométrico ioduro-iodato (14,5

kJ/m2) . Por lo tanto se asumió para el resto de este estudio un valor de dosis total de 14

ld/m2 correspondiente a 15 minutos de exposición a la luz UV-C. En la Tabla 4.2,b se

presentan los valores de la dosis correspondientes a los distintos tiempos de exposición a

la luz UV-C estimados por actinometrïa y por radiometro.



Tabla 4.2.a Absorbancia y energia calculada según ecuaciones 3.3 a 3.6 para el par

actinométrico loduro/Iodato sometido a irradiación con luz UV-C durante distintos

tiempos entre O y 4 minutos .Valores de energia calcuiada según ecuación 4.5 por

extrap01ación de 1azona lineal para tiempos mayores a 4 minutos.

Tiem o A ,, Ener i calculada Conc ¡3’ Ener i c ¡cul
(mir?) Abs (352 nm) Dllucmn ecuagígn 3.6 (Id) ecuación 3.3 (M) ecuacgígna4.5(1:11

1 1,8816 1/10 0,1005 0,0001568 0,0989

2 0,2611 1/100 0,1394 0,0002176 0,1598

4 0,522 1/100 0,2787 0,0004350 0,2816
5 1 — - * 0,3425

10 * ‘ — * 0,647

15 * ' — 1 0,9515

’valores no determinados experimentalmente

Tabla 4.2.1) Valores de dosis correspondientes a los distintos tiempos de exposición a 1aluz

UV-C

Tiempo (min) Dosis( kJ/m2 )a Dosis (Id/m2) b
1 0,93 1,51
2 1,86 2,44” '

i 3 2,80 3,26
WM 4 3,73 4,295 4/66

10 9'32 , ,,9??
15 13,98 14,51

aestimada Por radiómetro (ecuación 4.10)

bestimada por actinometria (ecuaciones 3.3 a 3.6)



Figura 4.2 Ecuación lineal que relaciona Dosis /’ciempo de exposición a partir de los

datos experimentales de absorbancia ymediante la aplicación de ias ecuaciones 3.3. a

3.6.
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4.4-Estudios de reto microbiano

Con el propósito de estudiar la inactivación de microorganismos expuestos a la

irradiación con luz UV-C, se realizaron ensayos inoculando diferentes microorganismos

de relevancia en sistema modelo y en sistemas reales (jugos de manzana). Se emplearon

inóculos individuales (E. co/A 5. cera/¡sue ó L /77/70C¿/.3) y cócteles (mezclas de

diferentes cepas de Eco/¡ó de levaduras) (ver apartados 3.5.1 y 3.5.2).

4.4.1- Sistema modelo

4.4.1.1.—Curvas de inactivación

La Figura 4.3.a muestra la respuesta de E. co//; 5. cera/¡sue y L ¡rmocua en

sistema modelo (agua peptona 0,1 %, pH=7) sometido a irradiación con luz UV-C

durante 15 minutos, tiempo correspondiente a una dosis igual a 14 l<)/m2 según lo

descripto en apartado 4.3.

No se observaron diFerencias significativas en el patrón de inactivación de los

distintos microorganismos inoculados. El daño a las células microbianas comenzó desde

los primeros minutos de irradiación. En todos los casos, las curvas de inactivación en el

sistema modelo exhibieron una caida abrupta de aproximadamente 3 ciclos logaritmicos

en los primeros minutos de tratamiento con luz UV-C (N25 minutos), luego una

región de desaceleración con menor pendiente y finalmente una etapa con baia velocidad

de inactivación a partir de 7,5 minutos de tratamiento (Figura 4.3a). En el caso de la

curva de inactivación de Eco/¡se observó además, un leve hombro inicial.

Este patrón de inactivación microbiana en sistemas modelo por irradiación con luz

UV-C en Fluio continuo que determina curvas con concavidad hacia arriba; presencia de

hombro en algunos casos y con cola definida ya Fuecomentado por otros investigadores

(Hoyer, 1998; FDA,2000; Koutchma y col.,ZOO4).



Lopez—Malo y col (2005) reportaron curvas de inactivación con similar

concavidad bacia arriba para Lmonocyfogenes en buffer Fostato (pH 3,5) a 35°C

utilizando un equipo de tratamiento con luz UV-C de idénticas características al utilizado

en este estudio operando con un caudal de 0,36 L/min. Ellos observaron una curva de

inactivación con una caida más gradual pero alcanzando un valor similar de reducciones

logaritmicas al observado en este estudio. La ausencia de una caida marcada en los

primeros minutos pudiera deberse a que estos autores operaron con un caudal menor (Re

N139).

La posible presencia de un bombro (tiempo lag) en las curvas de inactivación por

irradiación con luz UV-C ba sido atribuido al requerimiento de superar una dosis

determinada de radiación UV-C para producir la muerte del microorganismo, mientras

que la no linealídad de las curvas puede deberse al establecimiento de un Fluio laminar, el

cual determina un perfil parabólico de velocidades, resultando en una máxima velocidad

de Flujo en el centro del liquido. Dicba velocidad corresponde, en general, al doble del

valor de la velocidad promedio de los elementos de volumen (Koutcbma y col, 2004)

Esta Falta de mezclado produciría un efecto sombra a la luz UV-C de determinados

elementos de volumen y por lo tanto, condiciones de procesado no uniForme, becbo

que redundaria en una Fracción de la población resistente, Fracción responsable de la cola

observada (Hoyer, 1998; Koutcbma y col.,ZOO4).

La Figura 4.3.b muestra la inactivación de un cóctel de E. co/l‘(ver apartado 3.5.2)

en comparación con la respuesta de dicbo microorganismo en Ínóculo simple.



Figura4.3 Gun/asde inadívacíón de los distintos microorganismos inoculados en sistema

modelo Sometido a irradiación con luz UV-C durante 15mm. (dosis máxima 14 ¡cl/mz) a

28‘C

a. 5. arms/ae (0);, Eco/¡(0); L Ihl706118(.);desviaciónestandar (l)

b. E. col/'(o); cóctel de E. co/¡‘(o);desvíacíón estandar (l)
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El cóctel de cepas de E co//' produio un patrón similar de la curva de inactivación pero

resultó algo más sensible al tratamiento de irradiación que el inóculo simple. Este

comportamiento Fue observado por Scbenk y col.(ZOO8) para un cóctel de L

monocyfogenes inoculado en rodajas de pera con cáscara irradiadas con luz UV-C

durante 20 minutos (dosis máxima 12 ld/mÏ) aunque un comportamiento inverso Fue

observado en el caso de la inoculación de cócteles de L funca/3 en rodajas de pera con

cáscara y de Lmonocyfogenes ó L/‘nnocua en rodaias de pera sin cáscara, los cuales

mostraron una resistencia significativamente mayor que los correspondientes inóculos

individuales.

4.4.1.2 -Utilización de la microbiologia predictíva: Aplicación de un modelo de

distribución de Frecuencias de resistencias Weibulliano

Dado que las curvas presentaron desviación de la linealidad y con el propósito de

explicar con mayor claridad las diFerencias observadas en las respuestas microbianas se

utilizó el modelo de distribución de Frecuencias de resistencias Weibulliano mediante

regresión no lineal. Este modelo primario es un modelo Flexible, no lineal y apropiado

para describir la inactivación de una amplia gama de microorganismos por distintas

tecnologías de preservación tradicionales y emergentes tales como : tratamiento térmico

(Peleg y Cole,1998; Peleg, 1999), campos eléctricos pulsados (Peleg, 1995), radiación

(Anellis y Werkowski, 1968), altas presiones (Heinz y Knorr, 1996), antimicrobianos

naturales (Corte y col, 2005; Ferrante y col, 2007) y ultrasonido de alta intensidad

(Guerrero y col, 2005; Ferrante y col, 2007).Una descripción más detallada del modelo y

sus Fundamentos teóricos se balla en en el correspondiente apartado 1.4.4.1.

La Figura 4.4 muestra las curvas de inactivación prediclias por el modelo, ¡unto a

los datos experimentales. La Tabla 4.3 muestra los parámetros b y n característicos del

modelo aplicado para cada condición ensayada. El modelo Weibulliano aiustó

adecuadamente a los datos experimentales, como lo demuestran los elevados valores de



R3aiustado por grados de libertad obtenidos, indicando que el modelo explicó entre el

98,0 y el 99,9 %de la variación observada en la respuesta (Log N/Np) con las condiciones

evaluadas. Asimismo, los valores del estadístico Fisber (F) para el modelo resultaron

altamente significativos(ou 0,000001).

Losvalores de n obtenidos sensiblemente menores a la unidad (0,24 s n s 0,33)

son descriptivos de curvas de inactivación con una concavidad hacia arriba y cola marcada.

Este patrón de curvas de inactivación se lia atribuido al efecto “multiple” del UV; es decir

a la posibilidad de gue una sola célula microbiana se someta a varios golpes de irradiación

o gue un golpe único de UV afecte a varias células (Yousety Martb, 1988). De acuerdo

con esta teoría las celulas menos resistentes se inactivan al principio del tratamiento,

deiando a los más individuos más resistentes.

La Figura 4.5 presenta distintos instrumentos graficos de validación interna del

modelo elegido, los cuales permiten verificar la adecuación del mismo.

El analisis de la gráfica de los valores observados en Función de los valores

predicbos por el modelo (Figura 4.5.a) mostró en todos los casos una distribución

cercana a la linea diagonal, becbo que indica que los valores predicbos resultaron muy

parecidos a aquellos obtenidos experimentalmente. En los graficos de los residuales en

Función de los valores predicbos (Figura 4.5.b) se observa, en general, para todos los

microorganismos una distribución uniForme horizontal de los residuales en torno de los

valores predicbos, becbo que indica bomocedastidad como se explica detalladamente en el

apartado 6.2.5 del Apéndice Estadístico. En ningún caso se observó Forma de cono o

herradura.



Figura ¿.4 Aplicación del modelo de distribución de Frecuencias de resistencias tipo

Weibull a las curvas de inactivación de los distintos microorganismos inoculados en

sistema modeïo sometido a irradiación con luz UV—Cdurante 15mm. (dosis máxima 14

kJ/mz) a 28’ C. (——)valores predichos; (o) datos experimentales

a. Saccfiaromyces cami/ae (o ), ESC/¡er/t/uacol/C o), ¿[Her/29¡IJflOCtIa(o)

b. ESC/¡eritsz coli (0 ), Cóctel de Esa/7311:1613coli (0}
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TABLA4.3 Parámetros correspondientes ai moddo de distribución de fiecuendas de

resistencias tipo Weibull, para el compoúamien’co de los distintos microorganismos

inocuiados en sistema moddo sometido a irradiación Con luz W-C durante 15mm.

(dosis máxima 14 ld/mz) a 28' C.

Eco/i 2,09 0,30 97,9 716 <o,ooooo1

coctel ¿e 2,66 0,24 98,7 1870 <o,ooooo1Eco/I

Saelevfsüe 1,97 0,33 99,1 2525 <0,000001

Linnocaa 2,21 0,25 99,3 1387 <0,000001
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Figura 4.5 Validación interna del modelo propuesto que relaciona el número

UV-C durante 15min (dosis máxima 14 l<)/m2)a 28°C.

a. Valores observados versus valores predichos por el modelo propuesto

b. Residualesversus valores predichos por el modelo propuesto
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A partir de los valores obtenidos para los parametros fi y n, se graficaron las

distribuciones de Frecuencias de resistencias de los distintos microorganismos ensistema

modelo (Figura 4.6). LaTabla 4.4 exhibe, de modo complementario, los estadisticos que

las caracterizan, calculados utilizando las ecuaciones 1.10 4.13 presentes en el apartado

1.8.1.

Las distribuciones de Frecuencias de resistencias obtenidas para la inactivación de

Ec0//,-5. cerewS/aey L ¡finca/a en sistema modelo resultaron muy similares, no pudiendo

establecerse diterencias significativas en el patrón de muerte de las poblaciones

microbianas utilizadas (Figura 4.6a). Las mismas no muestran Frecuencia máxima y por

lo tanto, carecen de moda. Este perfil de las curvas de Frecuencias de resistencias estaría

asociado a una mayoria de individuos que se destruye a un tiempo muy temprano

dejando a una Fracciónde individuos de variada resistencia durante el tratamiento (Peleg y

Cole, 1998). La variada sensibilidad podria atribuirse, tal como se mencionó

anteriormente, a un elïecto sombra de algunos elementos de volumen y a una

distribución no homogénea de la radiación UV-C debido al establecimiento de un lluio

laminar. Dado que el tratamiento propuesto considera múltiples pasadas, los elementos

de volumen expuestos y no expuestos se meZClan a cada instante, observándose

distribuciones de Frecuencias, en promedio, marcadamente sesgadas bacia derecha (becbo

demostrado por los elevados coeficientes de sesgo obtenidos) Formando una notable

cola, l'iecbo que redunda en elevados valores de varianza debido a una amplia distribución

de tiempos de muerte (Peleg y Cole, 1998). I

Resulta interesante resaltar que en el caso de la utilización del cóctel de Eco//' la

distribución de Frecuencias de resistencias del cóctel Fue más estrecba y sesgada que la

obtenida para el inóculo simple (Figura 4.6b). Este becbo es indicativo de una mayor

sensibilidad del cóctel de E co/¡al tratamiento con luz UV-C, evidenciandose también por

un menor valor de la media, tc.
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Figura 4.6 Distribuciones de fracuencias de resistencias en Función del tiempo (min),

calculadas según el modelo de Weibull para la inactivación de los distintos

microorganismos inocuiados en sistema modelo sometido a irradiación con luz W-C

durante 15 min. (dosis máxima 14 kJ/mz) a 28'C
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Tabia4.3 Análisis estadístico de {ascurvas de distribución de fiecuenda de la inactivacíón

de los distintos microorganismos inoculados en sistema modelo sometido a irradiación

con luz W-C durante 15mm. (dosis máxima 14 ¡(J/mz) a 28"C .

Eco/í

Cóctel de
E. coli

ícerew'süe

L ¡nnocaa

0,8

0,5

0,8 ‘

1,1

26

76

64

27

12

83



4.4.2 —Sistema modelo acidificado

En esta etapa se quiso evaluar las respuestas individuales de E co/I'y 5. cerev/s/ae

en sistema modelo con pH ajustado al valor correspondiente a [ugo de manzana con el

propósito de evaluar su influencia (ver apartado 3.2). El sistema modelo acidificado e

inoculado Fue procesado en fluio continuo con el equipo de irradiación UV-C, tal como

se describe detalladamente en los apartados 3. 5.1; y 3.10

4.4.2.1.- Curvas de inactivación

La Figura 4.7 muestra las curvas de inactivación promedio enlunción del tiempo

de E. co/I'y 5. cerev/sfae en sistema modelo (agua peptonada al 0,1%) con pH 3,0 y con la

aplicación de luz UV-C. Con el propósito de comparación se exhiben coniuntamente las

correspondientes curvas de inactivación en sistema modelo con pH sin aiustar (pH=

7,02). Cabe destacar que tanto para tanto 5. cerewS/aecomo E. co/f la disminución del

pH del medio por si sola no Fue significativa reduciendo la población inicial en los

sistemas con pH aiustado a 3,0 y sin irradiar (no se muestran las curvas).

Puede observarse en la Figura 4.7 un pequeño aumento en la inactivación de

Eco/I; en sistema modelo pH 3,0 comparado con la inactivación observada en sistema

modelo sin ajustar ambos sometidos a irradiación con luz UV-C. Mientras que la cepa de

Eco/f utilizada en este estudio (ver apartado 3.5) demostró levemente menos resistencia

al tratamiento en un medio acidificado otros autores no confirman dicbo

comportamiento. Koutcl'ima y col. (2004), no observaron una diferencia significativa en

las inactivaciones obtenidas trabajando con Eco/I'ATCC 25253 en sistema modelo (0,13%

caramelo en buffer de ácido málico,10°Brix) ensayando valores de pH en el rango de 3-5.

5. cerew'sfae (Figura 4.7.a) presentó un patrón similar de inactivación en ambos

medios estudiados sin definir una tendencia clarade comportamiento

-87­



Figura 4.7 Curvas de inactivadón de Íos distintos microorganismos en sistema modelo

con ó sin pH aiustado sometido a irradiación con luz UV-C durante 15 mín.(dos¡s máx.

Mid/m2) a 28'C.

a. 5. cera/¡3127€: sistema modelo pH 7,0 (o) y sistema modelo pH 3,0(0 );

desviación estandar CI)

b. Eco/í: sistema modelo pH 7,0(0) y sistema modelo pH 3,0 (o ); desviación

estandar(I)
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respecto de la influencia del pH en el medio de irradiación. Es bien sabido que las

levaduras son más resistentes a condiciones adversas de pH que las bacterias

(Splittstoesser, i987).

4.4.2.2. —Aplicacióndel modelo del distribución de Frecuenciastipo Weibull

Con el objeto de explicar con mayor claridad las diferencias observadas entre los

distintos tratamientos, se aplicó el modelo de distribución de Frecuencias tipo Weibull. La

Figura 4.8. muestra las curvas predicl'ias por el modelo propuesto, junto a los datos

experimentales de las curvas de inactivación. La Tabla 4.5 muestra los parámetros b y n

característicos del mismo. El modelo se ajustó-adecuadamente a los datos experimentales

(Figura 4.8, Tabla 4‘5).Los valores del coeficiente de determinación, R3Fueron del orden

de 98% y los niveles de significación para el estadistico Fisher Fueron también muy

elevados (a<,OOOOOi).

En la Figura 4.10, con fines de comparación, se graficaron las distribuciones de

Frecuencia de resistencias en sistema modelo y sistema modelo acidificado. Tanto Eco//'

como ícereV/S/Je exhibieron distribuciones de Frecuencias similares en los dos sistemas

modelo. La mayor eficiencia del proceso de desinfección UV-C en el caso de E co/I' se

corrobora mediante el análisis de la distribuciones correspondientes donde Eco/¡obtuvo

mayor coeficiente de sesgo, un valor de media, tc, aproximadamente 3 veces interior que

ícerew'S/Laeycon menor varianza de tiempos de muerte.



Figura 4.8 Apíícación de! modeío de distribución de frecuencias de resistencias tipo

Weíbull a las curvas de inactivación de los distintos microorganismos en sistemas modelo

con y sin pH aiustado sometidos a irraziíacióncon luz UV-C durante 15mm (dosis máx.

14 kJ/mz) a 28'C. (—)valores predichos; (o) datos experimentales

a. 5. Cafvísüe: pH 7,0 (o) y pH 3,0 (o); desviaciónestándar (I)

b. E. COI/zpH 7,0 (o) y pH 3,0 (o); desviación estándar (I)
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TABLA4.5- Parámetros cmpmd'íentcs al modelo de distribución de Frecuenciasde

resistencias tipo Weibull, para el comporkamiento de los distintos microorganismos

¡nowhdosen "¡04630con pH afume a 3,0 y somdídoa ¡nadiacióncon ¡uz

W-C durante 15mm (dosis máxima 14 kJ/m2 ) a 28'C.

Eco/Í 2,56 0,28 98,3 1059 <0,00001

Soares/¡31276 1,60 0,35 99,8 6924 <0,00001
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Figura 4.9. Validación interna del modelo propuesto que relaciona el Número de

reducciones logaritmicas de los distintos microorganismos en sistema modelo acidificaclo

tras el tratamiento con luz UVdurante15min (dosis máx. 14 ld/m2)a 28° C.

a. Valores observados versus valores predichos por el modelo propuesto

b. Residualesversus valores predichos por el modelo propuesto
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“Figura 4.9 (con f/huaC/ón)

E.co/I'

residuos

0.5

-O.5

-1.5

-2.5

-3.5

4.5

-5.5 Trrrll’llllllllllllll‘l""

r-\ A) V

IllnlnllluIIIHIIIIIHIIIHI

.c'n m 4.5 -35 -25 4.5 A ' A-o.5‘

valores predichos
'01

lllllllllllllllllllll

—5.3 4.3 —3.3 —2.3 -1.3 -o.3

valores predichos
.0Ñ



Figura 4.10 Distribuciones de fi'ecuencías de resistencias en fimción del tiempo

(minutos), calculadas según el modelo de Weibufl para la inactivacíón de Íos-distintos

micromfganísmos en sistema de modelo acidifi'cado sometido a irradiación W-C

durante 15 minutos (dosis máx 14 ld/mz) a 28'C

a. über/chia coli

b. Saccbaromyccs cercw’siae
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Tabla4.6 Anáiísis estadístico de las curvas de distribución de fi-ecuencíade la inactivacíón

de de los distintos microorganismos en sistema de modelo addifi'cado Sometido a

irradiaciónW-C durante 15minutos (dosis máx“Id/mz) a 28'C

Eco/i -— 0,5 38 9

ícetew'süe - 1,3 15 24



4.4.3- )ugo comercial

En esta etapa se quiso evaluar las respuestas individuales de E co/¡i 5. cerev/s/ae y

L ¡rmocua y de 2 cócteles: uno correspondiente a 4 cepas de E co/ly otro a 5 especies de

levaduras, en sistemas Frutales reales procesados en Huio continuo con el equipo de

irradiación UV-C, tal como se describe detalladamente en los apartados 3.5.1; 3.5.2 y

3.10. Por este motivo, se eligió un jugo de manzana adquirido en el mercado local

(TROPICANA, 5A, Entre Rios, Argentina), pasteurizado, clarificado, sin conservantes y

de vida útil extendida. Se determinó el pH del jugo, el cuál osciló entre 3,0 y 3,3, y los

grados Brixse encontraron entre 11,8y 12,4.

4.4.3.1.—Curvas de inactivación

La Figura 4.11.a muestra los resultados del estudio del comportamiento de las

poblaciones individuales (ícerevfslae; L ¡0/70qu y E. CO/Í)en ¡ugo de manzana comercial

OMC) procesado con luz UV-C. Las curvas presentaron, en general, una marcada

concavidad hacia arriba con un perfil de inactivación semejante al observado en el caso de

sistema modelo (ver apartado 4.4.1.1) alcanzando en promedio entre 4,2 y 6,5

reducciones logaritmicas luego de 15 minutos de procesamiento. No se observó en

ningun caso presencia de un hombro inicial. En JMC sin tratamiento UV-C (control) el

recuento de los tres microorganismos se mantuvo durante el tiempo de muestreo

aproximadamente constante e igual al valor inicial (no se muestran estas curvas). En los

sistemas JMC expuestos al UV, E. co/¡’y L ¡Iman/a, mostraron una inactivación similar a

tiempos cortos de exposición (t S 5 minutos; 4,7 Id/mz) mientras que al aumentar la

dosis (tiempos de tratamiento mayores) la inactivación para E co/l'Fue significativamente

más pronunciada. Esto puede explicarse a un posible efecto sinérgico del pH del [ugo

comercial (pHN3,2) con la acción de la luz UV-C. En el caso de 5. cerew'sfae, se obtuvo

una inactivación similar a las observadas en sistema modelo y sistema
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Figura 4.11. Cunas de ¡nadívación de fos distintos microorganismos ínocuíados en

¡ugo comercial sometidos a irradiación con W-C durante 15mín (dosis máxima 14

kJ/m2 )a 28‘C

a. S. ceras/¡513€(o), E col/{0), L in!)an (o);d<5viacíónestandar (I)

b. E. ¿Go/¡(0),cóctel de E. co/¡‘(-);desviacíón estandar (I)

c. 5. carey/31276€o), cóctel de levaduras ( o); desviación estandar Cl)
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modelo acidificado. Tal como era esperado, el pH del ¡'ugo de manzana comercial no

tuvo un efecto significativo en la inactivación de la levadura por acción de la luz L/V-C.

Existe información limitada en bibliografia acerca de la inactivación microbianas en

equipos de irradiación UV-C de caracteristicas similares y en muclios de estos trabaios la

información es incompleta con respecto ala composición del medio; dosis UV-C; etc.)

Guerrero—Beltrán y col. (2005), estudiando la inactivación obtenida para E. co//,-5.

C6/‘6V/536y Li ¡”naa/a, entre otros, por acción de la luz UV-C en ¡ugo de manzana

comercial (pH 3,75 , 11,82’ Brix), aplicando dosis de 75/450 I<J/m2 con Huios entre

0,073 y 0,55 L/min. Estos autores establecieron el mismo orden de sensibilidad para los

tres microorganismos utilizados en este estudio, siendo la levadura la más resistente,

seguida por L ¡"naaa/a, cuyo número de reducciones logaritmicas se acerca al obtenido

para el microorganismo más sensible, E. co/¡Z

López—Malo y col. (2001) investigando sobre el efecto de la luz UV-C en [ugo de

zanahoria trabaiando con equipo continuo y Fluios entre O,36—O,9óL/min reportaron

una inactivación que superó los limites de detección (< iO UFC/ mL) para las bacterias tras

tratamientos de 30 o 12 minutos (tiempos correspondientes a los distintos Flujos)

mientras que para liongos y levaduras la inactivación obtenida Fue del orden de 14,5

ciclos logaritmicos (iO2 UFC/mL).

En los ensayos con jugo comercial, se trabaió también con cócteles de

microorganismos, intentando ver el comportamiento de los mismos en condiciones mas

cercanas a las reales donde normalmente se trata de Hora contaminante compuesta de

diferentes cepas de las distintas especies microbianas con las consiguientes interacciones

intra e inter—especie. Del mismo modo que en los ensayos realzados en sistema modelo

con pH sin ajustar, se utilizó un cóctel de Eco/í (ver apartado 3.5.2) y un cóctel de las

levaduras que constituyen en gran parte la Hora nativa contaminante de los jugos Frutales

compuesta de: Saccfiaromyces cera/¡5136,Zygosacc/maromyces max”, Zygosacc/¡aromyces

[va/MI,Candia/a parapsf/osfs y Pla/7A; ¿Doma/a. Las curvas obtenidas en esta matriz Fueron

bastante parecidas en cuanto a su Forma ( Figura 4.11.b, c). En ningún caso se l')lZO

notable la presencia de hombro mientras que en casi todas las curvas se confirmó la

presencia de cola. No existieron diferencias muy marcadas en el comportamiento de las
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poblaciones mixtas respecto de las respuestas individuales pero se puede apreciar que a

dosis elevadas, el cóctel de E co/I', Fue levemente más resistente que el inóculo simple

mientras que a dosis bajas el comportamiento Fue inverso. Esto puede deberse a una

menor eficacia del proceso de desinfección UV—Cdebido la heterogeneidad de la

población y a un posible aumento de la resistencia debido a la comunicación celula—célula

mediante autoinductores (moléculas liberadas al medio ) que puede darse dentro de una

población mixta (“quorum sensing” en el habla inglesa) (Miller y Bassler,2001; Waters y

Bassler,2005) .

En el caso de 5. cerewsae, la misma Fue algo más resistente que el cóctel de

levaduras (Figura 4.11c) validando el uso de la misma para estudios de Hora deteriorativa.

4.4.3.2 —Utilización de la microbiología predictiva: Aplicación de un modelo de

distribución de Frecuenciasde resistencias Weibulliano

La Figura 4.12 muestra las curvas predichas por el modelo de Weibull, junto a los

datos experimentales de las curvas de inactivación en JMC. La Tabla 4.7 informa los

parámetros b y n característicos del mismo. El modelo weibulliano ajustó adecuadamente

a los datos experimentales con valores del coeficiente de determinación, R3en el rango

de 96 a 99%y niveles de significación para el estadístico Fisher muy altos (as 0,0001). La

aplicación del modelo de Weibull muestra más claramente las diFerencias en la respuesta

de los microorganismos en ¡ugo de manzana comercial OMC).



Figura 4.12 Aplicación del modelo de distribución de Hecuencias de resistencias tipo
Weíbull a las curvas de inactivacíón de los distintos microorganismos inoculados en ¡ugo
comercíaí sometido a radiación W»C durante 15 min (dosis máxima 14k” m2); a 28'C .
(—) valores predíchos; (o) datos experimentales

a. 5. cerewSIae(o), E. col/(o), 1..innocuaCO)
b. E.col/(o), cóctel def. col/(0)
c. 5. CGEVISIBCC'),códeí de levaduras (O)

(a)

-3­

LogN/No

-5.

-7

20
Tiempo ( mín)

(b)

LogN/No

20
'flcmpo (mln)

-lOl­



figura4.12 (continuadón)
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TABLA4.7 Parámetros corresponáientes ai modelo de distribución de frecuencias de

resistencias tipo Weibull, para el comportamiento de los distintos microorganismos

inoculadosen jugo de manzana camada! sometidos a ¡nadiacióncon ¡uz W-C durante

15mm (dosis máxima 14 ¡ci/m2 ) a 28'C.

Eco/í 2,61 0,39 98,6 1027 <o,oooo1

(“el ‘Ïe 2,34 0,29 96,6 508 0,0001Eco/I

503181431236 0,89 0,58 99,0 1258 <0,00001

Cóctel de
1,50 0,39 98,2 873 0,00001

levaduras

Lin/7an 2,00 0,53 96,1 413 0,0001



El buen ajuste del modelo a los datos experimentales se pudo analizar también

mediante los métodos gráficos de validación interna representados en la Figura 4.13

donde, para todos los microorganismos estudiados, los datos experimentales se

distribuyen cerca de la linea de regresión predicl'ia por el modelo y los residuales se

distribuyeron en una banda homogénea en Función de los valores predicbos. En todos los

casos se obtuvieron valores de n < 1, hecho que se pone de manifiesto por la marcada

concavidad hacia arriba de las curvas, ya comentado en apartados anteriores Lascurvas de

inactivación correspondientes a L I'I7/7ocuay el cóctel de E co/f con un quiebre más

pronunciado en su concavidad exhibieron los valores más baios de n.

Los valores de los parámetros b y n Fueron utilizados para obtener las

distribuciones de Frecuencias de resistencias correspondientes a los distintos

microorganismos estudiados (Figura 4.14), calculando los estadísticos asociados a cada

distribución (Tabla 4.8).

Lasdistribuciones de Frecuencias de resistencias carecieron, al igual que en los otros

ensayos realizados, de moda, presentando un Fuerte desvio a la derecha el cual se evidencia

por valores elevados de coeficiente de sesgo y se presentan basta el minuto ó de

tratamiento con el propósito de una meior comprensión de las distribuciones, dado que

más allá de ese tiempo las curvas no presentan cambios significativos, E co/I'presentó el

menor valor de media y varianza en la distribución de tiempos de muerte indicando que la

mayor parte de la población muere a una dosis muy baja (tiempo muy corto) y deiando

una muy baja proporción de resistentes. El cóctel de E co/I' y L ¡hnocua siguieron con

valores de media levemente mayores (tc = O,ó y 0,8 min., respectivamente) presentado

distribuciones con mayor varianza en los tiempos de muerte, Factor que eleva la media

obtenida. En particular, el cóctel de E. co/l'presentó un coeficiente de sesgo muy elevado.

En este caso, si bien a dosis muy bajas la mayor parte de la población muere, deia una

Fracciónde resistentes que se evidencia a tiempos mayores. Este comportamiento

404­
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Figura 4.13. Validación interna del modelo propuesto que relaciona el Número de

reducciones logarïtmlcas de los distintos microorganismos en jugo de manzana comercial

sometido a irradiación con luz UV-C durante 15 mln. (dosis máxima 14 ld/mz) a 28° C.

a. Valores observados versus valores predichos Por el modelo propuesto

b. Residualesversus valores predichos por el modelo propuesto
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....F¡gura 4. 75con {im/ación
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Figura 4.14 Distribuciones de fiecuendas de resistencias calculadas según el modelo de

Weibull para la inactivación de ¡os distintos microorganismos en jugo de manzana

comercial durante 15min (dosis máxima 14 kJ/mz) a 28’C
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Tabla4.8. Análisis estadístico de {ascurvas de distribución de frecuencia de la ¡motivación

de los distintos microorganismos inoculados en ¡ago comercfal (pH 3,2) sometidos a

irradiaciónW-C durante 15minutos (dosis máx hdd/m2 Ja ZB‘C.
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5.cams/ae
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está en concordancia con lo observado en la correspondiente curva de inactivación

(Figura 4.12b). 5. cerev/S/aepresentó una distribución con media elevada (tc=2 min) y

con el menor sesgo. El cóctel de levaduras resultó más sensible al tratamiento que la

levadura estudiada presentando una distribución mas sesgada y con media más baja, becbo

que pondria de manifiesto que la mayor parte de la población murió al comienzo del

tratamiento, dejando un reducido numero de sobrevivientes más resistentes (Peleg y

Cole,2000)

4.4.4-1ugo exprímído integral UM!)

En esta etapa se estudió la respuesta de E co/I'y 5. cerew'slae en ¡ugo de manzana

Fresco, integral expuesto a la luz UV-C. El jugo de manzana integral (JMl) Fue obtenido

en el laboratorio según se describe detalladamente en el apartado 5.6 de Materiales y

Métodos. Se trató de un ¡ugo turbio que guardaba parte de la pulpa de la Fruta ya que no

se había sometido a despectinización, similar a una sidra de manzanas El pH del este jugo

Fue ajustado a 3,0 +/—0,2 y la concentración de sólidos solubles C° Brix) Fue de13,1—13,ó.

ElJMl inoculado Fue procesado en flujo continuo con el equipo de irradiación UV—C,tal

como se describe detalladamente en los apartados 5. 5.1 y 3.10

4.4.4.1.-Curvas de inactivación

La Figura 4.15 muestra los resultados del estudio del comportamiento de las

poblaciones individuales en JM! procesado con luz UV—C. Las curvas presentaron una

marcada concavidad hacia arriba con un perfil de inactivación semejante al observado en

el sistema modelo y en el jugo comercial (ver apartados 4.4.1.1 y 4.4.3.1) alcanzando en

promedio 3,1 y 4,4 reducciones logaritmicas luego de 15 minutos de procesamiento para

5. CCfc’V/Sláó’yE. co//, respectivamente.



Figura 4.15 Curvas de inactivación de los distintos microorganismos en JM! sometido a

irradiacióncon luz W-C durante 15min. (dosis máx 14 ¡ci/m2)a ZB'C.im»?ka (o),

Eco/¡(0); desviaciónstandar (I)
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Tanto en el caso de 5. cerev/S/ae como en el caso de E. co//, la inactivación que se

obtuvo en el sistema JM! Fue interior a las obtenidas con los demás sistemas ensayados.

Se observa una diferencia de aproximadamente 1,7 y 1,1 ciclos logaritmicos en la

inactivación de 5. cereVISIaerespecto del sistema .modelo y del jugo comercial cuando se

trabajó con jugo exprimido integral. Esprobable que la mayor complejidad del medio y

una mayor proporción de sólidos solubles ejerzan un efecto protector y aumenten la

resistencia de esta levadura al tratamiento asi como también dichas particulas ejerzan un

etecto sombra o de dispersión de la luz UV-C (Koutcbma y col.,2004).

En el caso de Eco/¡como se puede observar en la Figura 4.15 el eFecto protector de

la matriz del JM! Fue distinto, alcanzando una inactivación aproximadamente de 4,4

ciclos logaritmicos, valor muy cercano al obtenido en sistema modelo (4,5 reducciones

logaritmicas) y 2 ciclos logaritmicos interior a lo obtenido en JMC.

Wrigbt y col (ZOOO), trabajando con irradiación UV—Cen flujo continuo con 1O

cámaras de irradiación conectadas en serie (dosis: 0,61 kJ/mz; 1 L/min) y sidra de

manzana sin pasteurizar inoculada con una mezcla de cinco cepas distintas de Eco/¡0157:

H7 obtuvieron 3, 81 reducciones logaritmicas. Koutcl'ima y col. (2004) estudiando el

efecto de la luz UV-C sobre Eco/í K-12 en distintas sidras de manzana en un equipo de

ocbo lamparas con espacio anular de 0,08 cm, colocadas en tres camaras distintas, y una

potencia emitida por el total de las lámparas igual a 312 W obtuvieron 1,3 reducciones

logaritmicas con tiempos de residencia de tan solo 15 segundos y empleando l‘lujolaminar

de 3,42 L/min.

Cbar y col. (2008) estudiaron la inactivación de E co/I‘ 35218 en jugo de naranja

Fresco integral (pH 3,5; 9,5 ‘Brix) procesado con luz UV-C en flujo continuo con el

equipo de este laboratorio (Fv=1 L/min; 30 °C;15 mín) combinado o no con ultrasonido

de alta intensidad (20 kHz; 95,2 um) . Estos autores observaron cuando trabajaron solo

con luz UV-C, un escaso número de reducciones logaritmicas (N 1,5 ciclos log) respecto

del observado en este estudio, confirmando la influencia notable de la composición de la

matriz dado que en este caso se trabajo en idénticas condiciones y con un jugo de pH

algo mayor que en el presente estudio,



4.4.4.2.—Aplícacíón del modelo de distribución de Frecuenciastipo Weibull

La Figura 4.16 muestra las curvas de inactivación predichas por el modelo, iunto a

los datos experimentales. La Tabla 4.8 muestra los parámetros b y n característicos del

modelo aplicado para cada condición ensayada ¡unto alos estadísticos de la regresión (R3 y

F). El modelo Weibulliano ajustó adecuadamente a los datos experimentales, con valores

de R3 ajustado por grados de libertad entre el 96 y el 98 %. Asimismo, los valores del

estadístico Fisher (F) para el modelo resultaron muy significativos (as 0,00001). Los

valores de n obtenidos Fueron nuevamente sensiblemente menores a la unidad (0,35 S

n S 0,42) pero mayores a los obtenidos que en el caso de jugo comercial. Como ya se lia

mencionado en el apartado 4.4.1.2 , estos niveles de son descriptivos de curvas de

inactivación con una concavidad hacia arriba y cola marcada .

La Figura 4.17 presenta distintos instrumentos gráficos de validación interna del

modelo elegido, los cuales permiten verificar la adecuación del mismo. El análisis de la

gráfica de los valores observados en (unción de los valores predicbos por el modelo

(Figura 4.17.a) mostró en todos los casos una distribución cercana a la linea diagonal,

hecho que indica que los valores predicbos resultaron muy parecidos a aquellos obtenidos

experimentalmente. En los gráficos de los residuales en Función de los valores predicbos

(Figura 4.17.b) se observa para ambos microorganismos una distribución uniforme

horizontal de los residuales en torno de los valores predicbos sin Formación de cono o

herradura.

A partir de los valores obtenidos de los parámetros [7 y ¡7 se graficaron las

distribuciones de Frecuencias de resistencias de E. co/ly 5. cerev/5/3e en jugo exprimido

integral (JM!) (Figura 4.18). La Tabla 4.9 exhibe, de modo complementario, los

estadísticos que las caracterizan, calculados utilizando las ecuaciones 1.10 4.13 presentes

en el apartado 1.8.1.

Se obtuvieron distribuciones de Frecuencias de resistencias con un patrón similar a

los obtenidos con los sistemas antes estudiados, es decir, distribuciones sin moda, sesgadas

a la derecha y con presencia de cola. El análisis de las mismas indica la mayor eficiencia del

proceso en cuanto a la inactivación de E. co/f respecto de la levadura puesto en evidencia
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por la obtención de una distribución de Frecuencias más sesgada con menor valor de

media y menor varianza en los tiempos de muerte de la población (Figura 4.18 y Tabla

4.9).

Adicionalmente y a los Fines de comparación, se graficaron las curvas de

Frecuencia de los dos microorganismos en los tres sistemas de baio pH utilizados en este

estudio (sistema modelo acidificado; JMC y JM!) (Figura 4.19). Si bien el tratamiento de

desinfección se extendió hasta los 15 minutos, las distribuciones de Frecuencias de

resistencias se grafican hasta el minuto ó con el propósito de una meior comparación y

dado que a tiempos mayores la Frecuencia para cada distrbución se mantiene

aproximadamente constante. Es interesante destacar que si bien las distribuciones de

Frecuencias para ambos microorganismos siguieron la misma evolución en el tiempo

existieron algunas diferencias.

Para ambos microorganismos, en sistema modelo acidificado, se obtuvieron curvas

mas sesgadas. Las distribuciones correspondientes a los jugos JMC y JMI Fueron más

parecidas aunque la respuesta de ambos microorganismos Fue distinta en cada sistema

evaluado si bien ambos sistemas tuvieron similares coeficientes de absort-ividad (ver

apartado 4.1.2 )‘



Figura 41:5 Aplicación de! modelo de distribución de fiecuencias de resistencias tipo

Weibulí a ias curvasde inactivación de los distintos microorganismos en ¡ago de manzana

exprimido integral OM!) sometido a irradiación con luz W-C durante 15mm (dosis máx.

14 ¡LJ/mz ) a 28’C. Scerew'síae (o), Eco/í (o).Valores predichos (——); datos

experimenfaíesü).
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TAGLA4.8 Parámetros correspondientes al modelo de dístn‘budón de fiecuencías de

resistencias tipo Weibull, para el comportamiento de los distintos microorganismos

ínocuíados en ¡ago de manzana 'exprímíd‘oíntegra! (JM!) sometido a irradiación con {uz

W-C durante 15mm(dosis máxima14 ld/m2 HZB‘C.

5. co/i 1,76 0,35 98,1 1514 <o,ooooo1

5. cera/¡51:96 1,00 0,42 95,9 364 0,000004
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valoresobservados

residuos

Figura 4.17. Validación interna del modelo propuesto que relaciona el número de

reducciones logaritmicas de los distintos microorganismos en ¡ugo exprimido integral

(JM!) sometido a tratamiento con luz UV-C durante 15min (dosis máx 14 l<)/m2 ) a 28"

C.

a. Valores observados versus valores predícl'ios por el modelo propuesto

b. Residualesversus valores predichos por el modelo propuesto
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Figura 4.18 Distribuciones de Frecuenciasde resistencias calculadas sagün el modelo de

Weíbulí para la inactivación de Eco/í y Scerew'siaeen ¡ago exprimído integral (JM!) a

28‘C durante 15mín.
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Tabla4.9 Análisis mdïsfico de las cunas de distribución de Frecuenciade la inactivación

de de los distintos microoorganísmos en ¡ugo exprimído integral UM!) sometido a

irradiación W—Cdurante 15 minutos (dosis máx 14 kJ/mz) a 28'C .

Eco/í — 1,0 17 18

jimmy/3122€ — 2,9 9 70
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Figura4.19.Comparación de distribuciones de Ganancias de resistencias caículadassegún

el modelo de Weíbull y obtenidas en este estudio para la inactivación de Eco/í y 5.

cerewlï/ácen sistema modeio pH 3,0; JMC y JM! a 28'C durante 15min (dosis máx 14

kJ/mz). a) E. col/,- bJS. cami/¡312€

0,3

(a) .—--)AAI

-— sistemamodelopH3,0

-—-JMC
0,2 ­

N
'G
C
U3
U
E

LL.

0,1 *

O

0 1 2 3 4 6
15iempo(min)

0,3

(b) "W
--- sistmoddopH3,0
— JMCI

0,2 ­
E
U
C
U3
U
1’h.

0,1 ­

O ( I l l

o 1 2 3 4 5_ _6hempc(mnfl

-123­



E co/I' presentó las distribuciones más estrecbas, sesgadas y con bajos valores de

media, becbo que remarca la mayor sensibilidad de la misma al tratamiento de irradiación

con luz UV-C (Figura 4.19a vs Figura 4.1%). Podria explicarse que en estos sistemas

buena parte de la población se muere a tiempos muy cortos y conforme avanza el tiempo

de tratamiento la proporción de la población remanente que muere es menor (Peleg y

Cole, 1998). Para este microorganismo, Lasdistribuciones correspondientes a JMC y JMl

se solaparon (Figura 4.1%), presentado una cola (Fracción de miembros resistentes) algo

más pronunciada que en la distribución correspondiente al sistema modelo pH 3,0. 5.

cera/¡Sac presentó un comportamiento similar aunque sus distribuciones presentaron

mayor varianza en los tiempos de resistencia y una cola más pronunciada que en el caso

de E co/I, l'iecl'io que concuerda con la menor inactivación observada en el caso de la

levadura para todos los sistemas ensayados. La distribución de Frecuencias de resistencias

correspondiente a 5. cera/¡51'36en JM] en comparación con JMC Fue más sesgacla pero

con mayores valores de media y varianza (Figura 4.19 y Tablas 4.7 y 4.9) por presentar

una cola más marcada en el tiempo, asociada a una proporción mayor de la población que

se mantiene viable,

Es sabido que la presencia de particulas en el fluido afectan notoriamente la

efectividad del tratamiento de desinfección por luz UV-C debido a problemas de desvio,

sombra y rebote de la luz incidente. Además, la presencia de estas particulas lleva a que

exista en el medio una distribución amplia de tiempos de residencia dado que algunas

partículas recorrerán el reactor más rapido que otras (Unluturk y col., 2004) Estos

becbos llevan a una distribución no uniForme en la matriz de la dosis de luz recibida y

sería la causa probable de la menor inactivación observada en el caso del jugo exprimido

integral (JMI).



4.5- Evolución de la población microbiana inoculada durante el almacenamiento

refrigerado de ¡ugo de manzana

Ya se ba comentado de la posibilidad de Fotorecuperación celular que se puede

presentar en el almacenamiento del alimento procesado con luz UV debido a un daño

subletal (ver apartado 1.7.1.7.) Es por ello que, con el propósito de evaluar la eFectividad

del tratamiento en ¡ugo de manzana comercial procesado con luz UV—Cbaio las

condiciones de este estudio, se siguió la evolución de la población microbiana remanente

durante 7 dias de almacenamiento en retrigeración (N 4 °C) analizando distintos aspectos

y siguiendo el procedimiento descripto en el apartado 3.14. Eltiempo de almacenamiento

se seleccionó teniendo en cuenta el desarrollo a Futuro de un derivado brutal con minimo

procesamiento de corta vida útil para consumo de catering ;etc.

En primer lugar se analizó la respuesta comparada de una levadura y su cóctel

simulando condiciones mas cercanas a una contaminación real.

Dado que en las etapas anteriores de este estudio se obtuvieron en muchos casos,

curvas de inactivación con concavidad "bacia arriba y biFasicas, con un quiebre en la

velocidad de inactivación notorio a partir de los 5 minutos de exposición a la luz UV-C

(ver apartados 4.4.1.1; 4.4.2.1 ; 4.4.3.1 y 4.4.4.1) y con pocas reducciones adicionales a

partir de este tiempo, se estudió la respuesta en el almacenamiento reFrigerado de dos

poblaciones individuales (5. cerev/süey Eco/I) presentes en JMC que habia sido sometido

a dos tiempos de exposición a luz UV-C: 5 y 15 minutos.



4.5.1. Poblaciones mixtas

En primer lugar, se estudió la evolución de la población de un cóctel de levaduras

( Cana/¡da paraps/Íosl's; Zygosacc/zarom yces bai/n; Zygosacc/zaromyces max/f,» P/cc/na

¿mama/a NR/¿L y 53cc/73romyces cerev/süe) y de un inóculo simple, 5. cerev/S/ae en JMC

expuesto a la luz UV-C (28°C; 15min; dosis 14 kJ/mZ) Como sistema control se utilizo

JMC inoculado en idénticas condiciones pero no expuesto a la irradiación UV-C. La

Figura 4.19.a muestra la evolución de 5. cerewS/Laey del cóctel de levaduras en ¡ugo de

manzana comercial, inoculado y procesado segun el tratamiento propuesto. La primera

parte de la escala en el eie del tiempo (la correspondiente al primer dia de

almacenamiento>exhibe la inactivación obtenida tras la exposición a luz UV—Cmientras

que a partir del día 1 se muestran los resultados del ensayo evolución de la llora

remanente durante el almacenamiento del producto (NIC). El sistema control mostró

un aumento de más de 3 ciclos en los dos primeros dias de almacenamiento refrigerado

con signos de deterioro organoléptico evidente por lo cual Fuedescartado (no se muestra

la curva)

Elcóctel de levaduras mostró mayor sensibilidad al tratamiento de irradiación con

luz UV-C tal como Fuera comentado en el apartado 4.4.3.1. Durante los primeros dias de

almacenamiento, la población del cóctel de levaduras aumentó menos de un ciclo

logaritmico y luego la misma se estabilizó con una tendencia a disminuir Por otra parte,

5. cerev/sfae mostró en el almacenamiento un aumento en la población de

aproximadamente 1,4 ciclos logaritmicos, hecho que pone en evidencia la recuperación

parcial y/o total de la Fracción resistente que habia sido detectada mediante la aplicación

del modelo weibulliano (ver apartado 4.4.3.2). Considerando la recuperación obServada,

el tratamiento de desinFección con luz UV-C lograría una reducción aproximada de entre

3 y 4 ciclos logaritmicos en la carga de las poblaciones estudiadas.



Figma ¿.19 Evoíución de Scerew'sfac y el cóctel de ¡maduras en [ugo de manzana

comercial OMC) inoculado e mediado con luz W- C ¿manta 15 minutos (dosís= 14

¡nl/mz) durante el aímacenamíento en refrigeración(Ná'C).
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4.5.2- Tiempo de exposición a la luz UV-C

A continuación se quiso evaluar el comportamiento de de E co/¡‘y 5. cerew's/ae

luego del tratamiento propuesto con luz UV-C de 15 minutos (dosis = 14 I<)/m3) y

también un tiempo corto de 5 minutos de exposición a la luz UV-C (dosis = 4,7 kJ/m3)

en donde, en general, se habia observado un quiebre en las curvas de inactivación.

Nuevamente como sistema control se utilizo JMC inoculado en idénticas condiciones

pero no expuesto a la irradiación UV-C. La Figura 4.20 muestra la evolución de 5.

cel'evlsüe y E co/I'en el almacenamiento refrigerado de JMC procesado 5 y 15 minutos

con luz UV. El sistema control correspondiente a 5. cereV/sae mostró el mismo

comportamiento que el descripto en el apartado anterior mientras que la población de

Eco/¡sin irradiar se mantuvo aproximadamente constante (N N 107 UFC/mL) durante

los 3 primeros dias de almacenamiento y luego no se detectaron sobrevivientes (no se

muestra la curva). Este resultado corrobora la necesidad de la aplicación de un

tratamiento de desintección que garantice la inocuidad del producto en todo el periodo

de almacenamiento refrigerado.

Luego del tratamiento corto de irradiación con luz UV-C (5 minutos; 4,7 Id/mz)

se observaron valores equivalentes de inactivación a los informados en el estudio de reto

microbiano en JMC para estos microorganismos (apartado 4.4.3.1). 5. cereV/S/aemostró

una reducción de la población de 2 ciclos logaritmicos (Figura 4.ZO.a) para mantenerse

luego constante la población durante el resto del almacenamiento. Eco/¡alcanzó una

reducción luego de la exposición de 5 minutos a la luz UV—C, de 4 ciclos logaritmicos

para descender luego del segundo dia de almacenamiento a 7 ciclos logaritmicos, hecho

que demuestra que la población de E co/I' remanente al tratamiento Fue severamente

aFectadapor la luz UV-C y no Fuecapaz de sobrevivir en el almacenamiento

Cuando el ¡ugo se trato con luz UV-C por 15 minutos (dosis=14 |<J/m2) ícerev/sfae

mostró una importante disminución de su población de 3,2 ciclos
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Figura 4.20 Evolución de Scam/¡31276y Eco/¡en JMC inoculado e irradth con ¡uz

W- C durante 15 minutos (dosis =14 kl/mz) y Smínutos (dosis = 4,7 kI/mz) durante eÍ

almacenamiento en refrigeración(MFC).

a. Tiempo de exposición: 5 minutos

b. Tiempo de exposición: 15 minutos
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logaritmicos . Durante el primer día de almacenamiento se observó una recuperación

leve (N 0,3 ciclos logaritmicos), nivel que se mantuvo aproximadamente constante en el

resto del almacenamiento. Puede determinarse que la mayor dosis de irradiación UV-C

aplicada no soló provocó una reducción inicial más elevada sino mayor efectividad en el

daño impartido ala población remanente (Figura 4.20b).

Por su parte, E co/f mostró luego de recibir la dosis maxima de UV-C, niveles de

inactivación similares a los observados en el estudio de reto microbiano en JMC y la

población remanente Fue incapaz de recuperarse en el almacenamiento dada la injuria

recibida por el tratamiento y lascondiciones del medio de almacenamiento (pH; 3,0 )i

Oteiza (2007) inFormó que algunas cepas de ECO/f0157zH7 mostraron gran

resistencia al pH del medio persistienclo en ¡ugo de naranja después de SO dias de

almacenamiento a 4°C, observando una disminución de su población de menos de 3

ciclos logaritmicos. En el mismo estudio la cepa no patógena Eco/¡'ATCC 25922 muestra

resultados similares a los obtenidos en este estudio careciendo de recuento tras solamente

5 dias de almacenamiento.

Ryu y col. (1998) trabajando con una cepa de Eco/¡0157:H7 y diferentes tipos de

¡ugo de manzana con pH 3,6- 3,9, almacenados a S‘C obtuvieron entre 2,4 y 3,8

reducciones logaritmicas segun las caracteristicas de los distintos tipos de ¡ugo luego de 42

clïasde almacenamiento.

Como puede apreciarse en la bibliografia los datos sobre la supervivencia de Eco/l'

en alimentos ácidos tales como los jugos Frutales varian según la cepa utilizada y las

condiciones de almacenamiento. En este estudio, la cepa de E. co/f utilizada (35218) no

seria la cepa más apropiada a utilizar en estudios posteriores como subrogante de la cepa

patógena (E. co/I‘0157zH7) pues si bien la irradiación con UV-C provoca una caida

brusca de la población en pocos minutos, la cepa no resiste en el tiempo las condiciones

del ¡ugo de manzana y por lo tanto seria conveniente seleccionar una cepa de mayor

resistencia .



4.5.1- Evolución de la flora nativa

Con el propósito de evaluar la calidadmicrobiológica del ¡'ugo de manzana

procesado por la metodologia propuesta, se estudió en primera instancia la evolución de

la flora nativa del ¡ugo de manzana exprimido integral (JM!) procesado en equipo de flu¡o

continuo de luz UV-C (iL/min;15 min.;14 kJ/m3) y almacenado en refrigeración (4°C)

durante ii días. Paralelamente, se analizó el jugo de manzana natural, sin procesamiento

(Figuras 4.21 y 4.22). En esta etapa del estudio se utilizaron manzanas deterioradas, con

el propósito de situarse en el peor escenario de prueba para verificar la eficiencia de los

procesos propuestos. Tal como se de5cribió en el apartado 3.4 se siguió el recuento de

microorganismos aerobios mesófilos totales y; hongos y levaduras.

Eltratamiento propuesto con luz UV-C resultó altamente efectivo, inhibiendo casi

por completo todos los microorganismos integrantes de la Hora nativa del ¡'ugo de

manzana durante el tiempo de almacenamiento evaluado (Figuras 4.21 y 4.22).

No se detectó la presencia de hongos en el ¡ugo de manzana procesado con luz

UV-C durante los 11 dias de almacenamiento correspondiendo la carga presente

exclusivamente a levaduras (Figura 4.21). Al inicio del almacenamiento, los recuentos de

levaduras correspondientes al ¡ugo de manzana procesado por luz UV-C resultaron

similares a los del jugo sin tratamiento (N iO2 UFC/mL de lugo). Sin embargo, el

recuento en el ¡ugo control aumentó rapidamente con el tiempo de almacenamiento,

hasta alcanzar niveles superiores a 105 UFC/mL de jugo, evidenciando un deterioro del

producto.

Los recuentos de los microorganismos aerobios mesófilos del [ugo sin tratar

aumentaron 1 ciclo logaritmico el primer dia, permaneciendo constante en N 1x105

UFC/mL de jugo durante el resto tiempo de almacenamiento. Por el contrario, los

recuentos correspondientes al ¡ugo sometido al tratamiento con luz UV-C se

mantuvieron en niveles bajos (5x101 UFC/mL de jugo) durante todo el almacenamiento

del ¡ugo de manzana en reFrigeración (Figura 4,22).



Donabue y col. (2002) evaluaron la vida útil de sidra de manzana tratada con UV­

C en equipo continuo, trabajando con tluio laminar (6,3 L/min) y empleando dosis de

87,7 Mm2 —351 J/m3. Dicba sidra de manzana Fue tratada y almacenada con UV-C

durante 3 semanas a temperaturas de refrigeración (4”C). En el estudio se mostró que

tanto el jugo almacenado sin tratar(control) como el [ugo sometido a las dosis de UV-C

mencionadas anteriormente mostraron una tendencia a incrementarse. Dentro de este

tiempo el ¡‘ugoalmacenado no sometido a irradiación aumentó su población de 9 a 12,4

cicloshlogaritmicos mientras que la sidra sometida a la mayor dosis tuvo una evolución de

5,5 hasta 10,1 ciclos logaritmicos.

Oteiza (2007) trabaiando con ¡ugo de naranja natural reportó que en dicho jugo

(iugo no sometido a ningún tratamiento) almacenado a 4°C el recuento de bongos y

levaduras alcanzó el órden de 105UFC/mL después de 2Q dias. El recuento inicial del jugo

utilizado Fue de dos ciclos logaritmicos aproximadamente. Al someter el mismo jugo a

tratamiento con UV-C (dosis ió kJ/m2) el recuento inicial que obtuvo Fue menor al

limite de detección mientras tras el almacenamiento a las mismas condiciones la

concentración de la tlora nativa del jugo alcanzó 2 ciclos logaritmicosi

Con respecto a la inactivación de los hongos observados en el ¡ugo control, los

cuales no Fueron detectados en las muestras del iugo tratado con UV-C analizadas, se

encontró escasa información en la bibliografia sobre estudios que demuestren el

comportamiento de hongos Frente al tratamiento con UV-C. Marquenie y col. (2001)

sometieron suspensiones de Boz‘ryf/scfnerea y Mon/Ús ¡frucflge/Ma dosis en el rango de

0,1 l<J/m3—15l<J/m2 durante distintos tiempos entre 3-20 minutos. Obtuvieron

inactivaciones que guardaron una relación lineal con la dosis de UV-C aplicada, siendo

una dosis de 1,1 I<)/m2 capaz de producir mas de 4 reducciones logaritmicas para ambos

microorganismos.

Es posible concluir que el ¡ugo de manzana procesado por luz UV—Cmantuvo

óptima estabilidad microbiológica durante los 11dias de almacenamiento en refrigeración.

Lo último se evidencia también tomando en cuenta que el tiempo de vida útil de ¡ugos



Frutales se considera como el tiempo de aImacenamiento para el cual los recuentos de

hongos y levaduras (microorganismos predominantes en este tipo de alimento) resultan

menores de 10ó UFC/mL (Howard y col, 1995).

Es de destacar que el tratamiento propuesto si bien mostró menor severidad

destruyendo Ia Hora nativa inicial del jugo, mantuvo un control efectivo sobre los

microorganismos sobrevivientes inhibiendo su proliferación e incluso inactivándolos,

durante el aÍmacenamiento refrigerado del producto. Este efecto estaría relacionado con

el daño subletal provocado por el procesamiento con luz UV-C.



Figura 4.21- Evoïución de ¡a flora nativa durante el aímacenamíento en refrigeración (4

'C) de ¡ugo de manzana exprímído integral (JM!) . Hongos y levaduras: o JM! sin tratar

(conttoï); ° JMi procesadocon ¡uzW-C
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Figura 4.22.- Evolución de ¡a flora nativa durante e! almacenamiento en rcfiigeracíón (4

'C) de jugo de manzana exprímído integral UM!) Aerobics msófilos O JM! sin tratar

(controD; o jMI procesadocon luz W-C (14 ¡(J/m2).
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Este estudio permitió aportar información cuantitativa relevante acerca de la

influencia de una tecnologia de preservación de ¡ugo de manzana innovadora ,la luz UV

de onda corta, sobre el desarrollo de algunos microorganismos de relevancia. También

proveyó valiosa información acerca de la implementación de la misma en fluio continuo

con el propósito de obtener ¡ugos con minimo procesamiento y/o mayor eficienciaen la

inactivación. En particular se puede afirmar que:

1

El mismo permitió diseñar y optimizar el Funcionamiento de un equipo escala

laboratorio, en tlul'o continuo, para el tratamiento de liquidos con luz UV—Cque

operara en fluio laminar pero con múltiples pasadas de modo de asegurar la

posibilidad que todos los elementos de volumen queden expuestos a la luz UV-C.

La Solución actinométrica de yoduro/yodato utilizada en este trabaio de

investigación probó ser una herramienta muy útil e importante para medir la

intensidad de una lampara de UV-C. Presenta varias ventaias sobre otros sistemas

convencionales como el radiómetro por que se puede usar en equipos de fluio. De

igual Forma se puede usar de manera Facil para determinar la vida útil de una

lampara. El par actinométrico utilizado Fue eficiente a tiempos cortos de

tratamiento (inferiores a 4 minutos) aunque presentó saturación en la Formación

de moles de triioduro a tiempos mayores, obligando a utilizar un método de

extrapolación para calcular las correspondientes dosis.

La utilización de tres matrices líquidas conceptualmente diferentes (sistema

modelo, ¡'ugo clarificado y iugo integral) permitió concluir sobre los beneficios y

limitaciones de esta tecnologia emergente. La obtención en laboratorio de un

[ugo integral, similar a la sidra de manzana y su comparación con el ¡ugo comercial

(ue de marcada importancia dada la elevada incidencia de los brotes de E co/I'

O157:H7 reportados en bibliografia para ese tipo de derivado frutal.

El patrón de inactivación microbiana observado en todos los sistemas tratados por

irradiación con luz UV-C en fluío continuo correspondió, en general, a curvas

con marcada concavidad hacia arriba; presencia de hombro en algunos casos y en

su mayoria, con cola definida. Este tipo de curvas de inactivación, más relacionado
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¡a

a la aplicación de tecnologias noveles obligó a la utilización de un modelo

matemático que permitiera una mejor comprensión y cuantificación del modo de

acción dela luz UV—C.

La aplicación de un modelo matemático no lineal conceptualmente diferente,

como el modelo de distribución de fi'ecuencias de resistenciasweibulliano, resultó

muy útil para explicar de Forma más completa la inactivación de los

microorganismos estudiados en los distintos sistemas evaluados y sus diferencias,

brindando información complementaria acerca del comportamiento de la

población durante el tratamiento de exposición a la luz UVaCL Se obtuvieron

mediante la aplicación del mismo, distribuciones de Frecuenciasde resistencias que

indicaron que la mayor parte de la población microbiana moria a dosis muy bajas

pero dejaba, según la especie considerada y el medio de tratamiento, un Fracción

de la población resistente al tratamiento. Este resultado concluye sobre la Futura

utilización de luz UV-C en combinación con otros posibles {actores de stress

dentro del marco de la obtención de productos mínimamente procesados.

La reducción del pH en el sistema modelo no tuvo influencia marcada en la

inactivación por luz UV-C en el caso de la levadura estudiada pero aumentó

levemente la inactivación observada en el caso de E. coli.

E. car/¡demostró ser la especie más sensible al tratamiento con luz UV-C, seguida

de L ¡rmocua y Sacc/¡aromyces cerew'5/ae. La complejidad del medio disminuyó,

en general, la eficacia del tratamiento UV-C. Asi la inactivación observada para los

microorganismos estudiados Fuealgo menor en el ¡ugo integral respecto del jugo

claro y del sistema modelo. E co/¡alcanzó las S reducciones decimales exigidas por

la FDA para tecnologias emergentes en el ¡ugo clarificado y 4,5 reducciones en el

caso del {ugo integral. Dado que este microorganismo mostró que al Final del

tratamiento propuesto , se seguia inactivando, aunque a menor velocidad, un

incremento en la dosis UV-C ó bien su combinación con Factores de stress en el

caso de [ugos integrales aseguraria el requerimiento impuesto por este organismo.

La utilización de poblaciones mixtas demostró que, en el caso de 5. cera/¡sae KE

162, la misma resultó un adecuado representante de poblaciones deterioratívas de
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¡agas frutales ya que Fue más resistente que un cóctel de 5 especies de levaduras

comunes contaminantes de ¡ugo de manzana. Larespuesta del coctel de cepas de E

coli dependió de la matriz irradiada y por lo tanto la cepa de E. co/J' elegida

(Escher/c612co/¡ATCC 35218) no Fue la más adecuada para representar a la especie

patógena E. col/0157: H7.

m No se vio una correlación entre los coeficientes de absortividad de los ¡ugos

evaluados y la inactivación observada en los mismos tras su exposición a luz UV—

C. En este estudio aunque los coeficientes de absortividad Fueron similares ,en el

[ugo exprimido se obtuvo siempre menor inactivación para los microorganismos

estudiados

a; Los estudios de respuesta durante el almacenamiento refrigerado (4 ‘C) de las

poblaciones microbianas tratadas con luz UV-C mostraron, en el caso de levaduras,

una recuperación de entre 0,5 a 1 ciclo logarïtmíco para luego mantenerse

aproximadamente constante, sin signos evidentes de recuperación. En el caso de E.

coli; la población no solo Fue incapaz de recuperarse sino que perdió su viabilidad

al comienzo del almacenamiento, incluso para un dosis tan baia como 4,7 l<)/rn2

(equivalente a 5 minutos de tratamiento).

a; Es de destacar que el tratamiento propuesto si bien mostró menor severidad

destruyendo la flora nativa inicial del ¡'ugo, mantuvo un control efectivo sobre los

microorganismos sobrevivientes inhibiendo su proliferación e incluSO

inactivándolos, durante el almacenamiento refrigerado del producto. Este efecto

estaría relacionado con el daño subletal provocado por el procesamiento con luz

W-C.

En cuanto los estudios pendientes es necesario avanzar sobre los siguientes

aspectos mas urgentes no dilucidados hasta el momento:

1) Estudiar los cambios de color y senSoriales en el ¡ugo de manzana procesado

utilizando el equipo propuesto en este estudio.
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2) incrementar la inactivación microbiana observada aplicando distintas estrategias

tales como: el diseño de un equipo multietapa de varias Fuentes de emisión de luz

ubicadas en serie y/o la combinación de esta tecnologia con otras tecnologías

emergentes y/o tradicionales tal como el ultrasonido de alta intensidad;

antimicrobianos naturales; pulsos de luz; etc.

Finalmente, se espera que en un Futuro cercano se disponga de una tecnologia de

conservación de productos Fruticolas símil Frescos, basada en la utilización de luz UV

germicida que esta siendo recién estudiada/aplicada a nivel mundial. Ello permitirá a la

pequeña y mediana industria nacional contar con técnicas de minimo procesamiento

sencillas y de no muy alto costo en su implementación pero de avanzada en cuanto a

Fundamentos científicos y know-how, y con el soporte necesario de conocimientos

cientificos, el cual todavia no existe o bien por Falta de investigación suficiente y/o bien

no es accesible ya que muchos avances en la investigación están en trámite de

patentamiento. Esta técnica posibilitarïa la disponibilidad de productos de excelencia de

mayor vida util/mayor inocuidad, permitiendo el acceso a mercados más alejados,

Facilitando la comercialización de Frutïcolas baio nuevas Formas de presentación, por

ejemplo, los llamados "jugo símil Fresco”.
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Este capitulo incluye información con respecto a los métodos estadísticos que se

utilizaron para el análisis de los resultados, definiciones y Fórmulas.

6.1 Definiciones y Fórmulas

6.1.1- Población estadistica

Una poh/30'60 estadística se define como un coniunto completo de elementos de

interés. La medidas tomadas Sobre los elementos de una población están gobernadas por

una distribución de probabilidad, usualmente expresada en Forma de ecuación

matemática, la cual relaciona la ocurrencia de un valor especifico con la probabilidad de

dicha ocurrencia

6,1.2—Distribución normal

D/Sz‘r/‘buc/ón¡70r/77a/es el tipo de distribución que más comunmente se encuentra.

En general cuando se procesan los datos estadísticamente se asume que su distribución es

normal. La siguiente Fórmula es la Función de la distribución normal y se puede usar para

verificar si realmente una serie de mediciones sigue tal distribución

(6.1)
l-If(x)=(1/x/27zc7 )*exp[ (Y-i7)2 /2a2

Donde;

exp = Función exponencial con base e

Y= medición realizada

7= media del total de las mediciones



o = desviación estándar

o2 = varianza

ó.1.3—Parámetros y estimadores

Un parámetro esfadBf/co es una Función definida sobre los valores numéricos de la

población. Es un valor representativo de una población que provee información sobre su

distribución como la media aritmética o su desviación tipica.

En estadística aplicada se asume que la Forma de la distribución aplicada es conocida

pero no así los parámetros que la representan. Los mismos deben ser estimados mediante

la aplicación de Funciones matemáticas a las mediciones obtenidas. Los datos estadísticos

extraídos de dichas Funciones se denominan est/madoresi

Med/52'de /a d/SÍf/ÍDLIC/ófl{EL es el promedio aritmético de las mediciones

realizadas:

Y =4ï‘— (6.2)
N

donde Y].: valor individual del sistema i

N: número total de datos

Deswg'c/órz estándar go) o desviación tipica; es una medida de dispersión de las

variables con respecto a su media y es de gran utilidad en la estadística descriptiva. Es en

realidad la raíz cuadrada de la varianza:

N _
ZM-nz

G: i=1(__N1 (63)

-143­



Vara/7292( 03 2; la varianza de una variable es una medida de la dispersión.

Corresponde al promedio del cuadrado de la distancia de los distintos valores de la

variable con respecto a su media .

02 =i=1—-—— (6.4)

Error esz‘a'lzfir de ¿z med/Q {SE}; está relacionado a la desviación estándar y el

número de los casos con los cuales se trabaia. Su Fórmula es:

SE: (6.5)
alo

laterva/os de confianza es siempre aconsejable que un analista determine los

intervalos de confianza de los parametros que dermina. Los intervalos de confianza clan

información sobre la precisión de los cálculos realizados. Habitualmente se utiliza el

intervalo de confianza a dos colas, es decir el que precisa el límite superior e interior. Se

calcula con la siguiente Formula utilizando la media? :

2

i tii/¿na 49-N- (6.6)
-<l

Donde

t n_1= d estadístico t de Student de nivel de confianza a/2 y de n—1grados de41/2.

libertad del sistema.

Grados de //berfad (gl) ;se usan para estimar el número de categorias

independientes en un test o experimento.

gl=n-r (67)
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donde:

n= el número de sujetos en la muestra

r=el número de sujetos estadísticamente dependientes.

Cuando se trata de aiustar modelos estadísticos a un coniunto de datos, los residuos

se encuentran habitualmente en un espacio de menor dimensión que aquél en el que se

encontraban los datos originales. Los grados de libertad del error los determina,

precisamente, el valor de esta menor dimensión.

La prueba t puede ser usada para demostrar la idea. La Fórmula del estadístico t para

comparar dos grupos de medidas independientes es :

(6.8)

entonces => gl = Na + Nb —2

donde Na = número de medidas en el grupo a

Nb = número de medidas en el grupo b

El denominador del estadístico t ya se ha definido como el error standard de la

diFerencia entre medias. En el cálculo de los grados de libertad involucrados, se ha

impuesto una restricción algebraica sobre cada grupo de datos (de allí, los dos grados de

libertad que se restan al total).

6.1.4 —Significancia estadística

Un resultado se denomina estadísticamente significativo cuando no es probable que

baya sido debido al azar. Una "diferencia estadísticamente significativa” significa que hay
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evidencias estadisticas de que hay una diferencia. El nivel de significación muchas veces se

asocia con los test a los cuales se someten los datos con fin de verificar una hipótesis. En

cuanto al test de la hipotesis nula, el nivel de significación es nada mas que la probabilidad

de tomar la decision de rechazar la hipotesis nula cuando ella es verdad (cometiendo el

error tipo I o a) o de aceptar la hipótesis nula cuando la última no es cierta (cometiendo

el error tipo ll o B). En la toma de la esa decisión muchas veces se usa el valor P donde P=

1- a. Entonces el valor experimental se compara con el valor correspondiente a la tabla

(para dado nivel de significación y dados grados de libertad). Si el valor experimental es

superior al numero de la tabla lahipótesis nula se rechaza mientras que al ser superior el

número de la tabla la hipótesis nula se tiene que aceptar para dado nivel de significación.

Cuanto mayor sea el valor experimental , más significativo será el resultado y más Fuerte

será la evidencia de que el resultado no se debe a una mera coincidencia. El nivel de

significación es comunmente representado por el símbolo griego a (alpha). Cuando se

hacen este tipo de comparaciones es importante tomar en cuenta si el ensayo es unilateral

o bilateral. Por eiemplo si el ensayo es unilateral y se trabaia en un nivel de significación

oc = 0,05 en realidad 5 valores en cada cien se pueden dar por azar y entonces la

probabilidad de que sean no debidos al azar es P=1—0,05=0,95. Si, en cambio, el ensayo es

bilateral en el mismo caso P=1—2a = 0,90.

En muchos trabajos el nivel de significación se denota con una , dos o tres estrellitas.

Existen tres niveles; cuando P 2 0,95 (0LS 0,05); P .>.0,99 (ocS 0,01 ) y P 2 0,999 (ocS

0,001 ) cuya mención indica la significación de las conclusiones que se Formulan.

Cuando el valor experimental obtenido es inFerior al tabulado se concluye que "no hay

significación” y se indica con (—)ó (NS); cuando dicho valor supera al valor tabulado para

P 2 0,95 y no al tabulado para P 2 0,99 se indica con C); si el valor experimental es mayor

que el tabulado para P 2 0,99 la conclusión es (") y para P 2 0,999 (m). Cuando ;

VE< VT (NS)/(—)

VE> VT(P 0,95) *

vr: >VT(P o,99> **
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VE >VWP 0,999) “W

Siendo VE=vanr experimental; VT=valortabulado

Generalmente, en el caso de los alimentos lod niveles (Ü y C”) se consideran

suficientes.

6.2 —Análisis de varianza (ANOVA )

Análisis de varianza (ANOVA >esun método general con aplicaciones muy variadas

y que puede llegar a ser compleio de acuerdo a las derivaciones que tome. Se utiliza en

reemplazo del uso de una bateria de test t-Student cuando se poseen varias muestras.

Cuanto mayor es el número de sistemas de análisis, realizar una bateria de test t no solo

resulta dificultoso sino que ofrece pocas ventaias. Esta técnica compara las medias de

varias muestras y verifica si todas ellas pertenecen a la misma población o si, unao más

son significativamente diferentes y provienen de poblaciones diferentes. El ANOVA debe

ser considerado en la práctica un test de diferencias de medias a dos colas (ya que las

medias en si mismas pueden aumentar o decrecer) que opera via un test de cambio de

varianza a una cola, el cual se describírá más adelante (test F). ­

Lavariación total que existe en una distribución global de valores o medidas puede

ser segregada en categorías representando por un lado los efectos identificables y por otro

lado la variación debida a causas no identificables. La variación total del conjunto de

datos es llamada Suma de Cuadrados Tota/es (SST). Dicba suma puede dividirse en dos

contribuciones: una Suma de Cuadrados debida a la Regresión (SSR) y una Suma de

Cuadrados Residual (SSE).

Suma de Cuadrados Tota/es (SST) se obtiene sumando los cuadrados de las

desviaciones del valor observado en cada sistema Yi respecto de la media 7.
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N 2

SST: 26/i Ñ) (6.9)
¡:1

La Suma de cuadrados Totales tiene asociados N-i grados de libertad ya que existe la

restricción

N

ZY¡ —Y:0 (610)

Suma de Cuadrados deb/Q g /¿ Regres/óg (SSR) es una expresión de la variación

que resulta tomando en cuenta por un lado la relación de la variable independiente con

la dependiente a partir del modelo de regresión aplicado y por otro lado la medición de

la variable dependiente que se obtiene experimentalmente. En otras palabras es la suma

para N elementos de la población de los cuadrados de la diFerencia entre la media

7 muestreal y el valor predicbo del modelo para una corrida i.

SSR = ZR —7)2 (6.11)

Los grados de libertad en este caso se definen a partir del número de parámetros p

que usa el modelo para relacionar la variable medida y la variables independientes del

experimento. Esta suma de cuadrados tiene asociados p-1 grados de libertad.

Dividiendo la SSRpor p-1 obtenemos la Media de Cuadrados debida a la Regresión

(MSR):

SSR
MSR = __’1_ (6.12)

Suma de Cuadrados Rakim/(SSE) es la variación debida a causas no identificables y

representa el error observado de las variables medidas (dado que el modelo es correcto).

Se define como la suma de los cuadrados de las diferencias entre los valores medidos de

N elementos de la población y los valores de los mismos elementos tal como son

predicbos por el modelo.
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2N

SSE zzlvi NI) = r2 (6.13)
¡:1

Mz

En el caso de la Suma de Cuadrados Residual se asocian N-p grados de libertad

La SSEse usa para calcular la Media de Cuadrados Residual(MSE> al dividirla por los

grados de libertad aSOciados a ella, según la siguiente Fórmula:

SSE
MSE =

N _ p (6.14)

Los residuales se usan Para evaluar el ajuste del modelo a los valores experimentales.

Lasuma de los residuales de cada corrida teóricamente es siempre cero, sin embargo, en la

practica puede no serlo exactamente pero deberia aproximarse.

Modelo de los parámetros de un ANOVA

Faem‘e 57/ Suma de Cuadrados Med/9 de cuadrados

SSR

DEBIDOA p-l SSR MSR=-——
LA REGRESION p-l

SSE

RESIDUAL N-p SSE MSE=———

N-P

TOTAL N —1 SST



ó.2.1—Test F de significación de la regresión

Un test que comunmente se realiza para verificar la significancia de la regresión es

el test F. Si el valor calculado de F > F tablas nos permite inferir que la variación de la

información explicada por el modelo o relación propuestos es significativamente mayor

que la variación debida a Causas no identificables (residuales) y que el efecto observado

no se debió al azar i Es de destacar que los test t-Student y F son esencialmente los

mismos . Para un diseño completamente aleatorio donde se estudian sólo dos

tratamientos y dos test t a dos colas para muestras independientes se verifica que:

F = t2 (6.15)

Según el test F, la hipótesis nula propone que todos los parámetros son nulos

mientras que la hipótesis alternativa nos dice que al menos un parámetro es diFerente al

Cero.

Ho= B1=B:=....=BK =O

Hapor lo menos un parámetro Bj :0

Cuando Se hace la prueba de F-test en lugar de probar cada parametro B por

separado (como seria el caso de la prueba t-Student) se usa esta prueba que abarca todos

los parámetros Bj.

Si la hipótesis nula es Verdad (Bj = O), el valor del estadístico F sigue una

distribución con (p—1)y (N—p)grados de libertad en el numerador y denominador de la

expresión respectivamente:

/ _

=%=_gggg_3 (6.16)

Una vez calculado el F se busca en las correspondientes tablas el valor de F para el

nivel de significación con el cual se trabaja para grados de libertad p-i y N-i.

El F de las tablas se compara con el F calculado. Si el valor del F calculado es mayor

que el de las tablas la hipótesis nula se rechaza para (x nivel de significación, y significa
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que por lo menos un parámetro de los que describen la regresión tiene efecto sobre la

respuesta. Cuanto más grande sea el F calculado meior describirá la regresión el modelo

propuesto ya que también significa que aumenta la razón de la varianza debida a la

regresión sobre la viarianza debida a causas no identificables.

6.2.2 —Coel'icientede determinación (R2)

El coeficiente de determinación nos informa sobre la proporción de la variación

que existe entre los valores experimentales y lo propuesto por el modelo. E5 un

estadístico que evalúa cuán bien se aiusta el modelo estadístico aplicado. En la regresión,

en particular, el coeficiente de determinación es una medida de cuánto la linea de

regresión se aproxima a los datos experimenteles. Su expresión porcentual se da por la

Fórmula:

R2=%g;-100 (6.17)

También se usa el coeficiente de determinación ajustado por los grados de libertad

del modelo;

gi _1_———SSE/(N’p) (6.18)
' SST/(N —1)

Siempre se busca que tanto R3 como Rzai se acercan a lo posible al 'IOO ya que es

una medida del ajuste del modelo. Cabe añadir que por muclio que se acerque'el

coeficiente de deteriminación al cien nunca lo será, ya que en este caso se trabajaría sin

error.

6.2.3 —Análisis de residuales

En el análisis de los residuales siempre se asume que los errores;
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rá son normalmente distribuidos con medía iguala cero

n; tienen varianza constante

a; son independientes entre ellos

Existen herramientas gráficas y pruebas estadísticas se usan con fin de comprobar la

validez de lassuposiciones recién mencionadas

6.23.1- Versus valores prediclwos, Q,

Se grafican los valores de los residuales (n) versus los valores predíclios por el

modelo. Dichos residuales no se grafican en fimción de los valores observados (Yi)

debido a que ambos grupos de valores están correlacionados. Debe observarse una

distribución uniforme horizontal de los residuales en torno a los valores prediclwosfi?i

{laomOCedasticidad). Pueden manifestarse algunos comportamientos anormales tales

como los que se describen a continuación.

a; Si la varianza del modelo no es constante y se incrementa, es necesario realizar

un análisisde cuadrados mínimos especialo bien una transformación (ln (Y);

fi; 1/Y;etc.) en la respuestade interés :

ri

-<>

ná Si el término independiente Bo no Fue incluido en el análisis, la banda se

desplaza:
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-<>

¿S SÍ ñíta induír algunos términos lineales y/o cuadr‘átícos en el modelo

postulado la banda se curva:

fl A
// \\g

Estas desviaciones, además de detectarse visualmente, pueden medirse mediante

parámetros definidos, los cuales no se detailarán en este apéndice
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