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1.1. El mercado mundial de jugo de manzana

La produccién mundial de jugo de manzana de los dltimos afios se calculd en 1,2
millones de toneladas con una demanda creciente y tendencia a incrementarse (Figura
1.1). Actualmente el pais productor mas importante en el mundo es China sequido por
Polonia. China elabora casi la mitad del total mundial, lo cual corresponde 3 614.000
toneladas de jugo concentrado. Su produccién, crece 3 una tasa promedio anual de 30%
(Bruzone,2008). Tanto el mercado de Japén como el de los paises europeos demandan
jugo de alto grado de acidez. El jugo procedente de China tiene insuficiente acidez, hecho
que obliga a los importadores a comprar jugo de otras procedencias con acidez mis
elevada, dejando de este modo a otros paises productores conquistar una parte del
mercado. Finalmente, los jugos de diferentes procedencias se mezclan consiguiendo asi 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 EE.UU que absorben la mayotia de la produccion del pats.
En 2006, las exportaciones argentinas totalizaron 49 millones de délares y un volumen

de 55.000 toneladas (Figura 1.1).

1.2. Produccién nacional de jugo de manzana
1.2.1. La materia prima

La produccién argentina de manzana corresponde aproximadamente a un millén de
toneladas que se cultivan en una supetficie de 71.000 hectareas. En cuanto a la ubicacion
de los cultivos, el protagonista es Rio Negro ya que alli se produce el 65% de las manzanas
del pais 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 elaboracion de jugo concentrado de manzana se usan principalmente las variedades

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



Figura 1.1. L4 produccion mundial de jugo concentrado de manzana (JCM)

produccion mundial de jugo concentrado de
manzana

Otros

Chile

[talia

EE.UU
Alemania

Argentina

Polonia

China

0% 10% 20% % 40% 50%

EXPORTACIONES ARGENTINAS DE JCM
1988

P OTROS
. 2%

2%

ESTADOS
UNIDOS
96%

FUENTE:DcciOr. Nac. AMmer@mcDi-SAC PyA, segly dats de!MDEC

Fuente: SAGPyA y Boletin Oficial de la Repablica Argentina -. Cimara Argentina de la
Industria y Exportacién de Jugos de Manzanas, Peras y Afines (CINEX)



Figura 1.2. "Las dos variedades de manzana de uso industial para elaboracion de jugo

concentrado”

Manzanas de [ variedad “Granny Smith”

Manzanas de [3 variedad “Red Delicious”




1.2.2. La produccién industrial

El jugo concentrado de manzana es un producto que se obtiene por el exprimido
de distintas variadades de manzana y posterior concentracién del jugo obtenido. En I3
industria, se necesitan aproximadamente 6,9 kg de manzana para obtener 1 kg de jugo. F!
producto final tiene que cumplir con las exigencias del Cadigo Alimentario Argentino. L3
produccion argentina se incrementd mas del 50% en los dltimos 20 aRos (Bruzone,
2008). £l aumento se debe fundamentalmente a una sostenida demanda internacional.
La mitad de I3 produccion argenting de manzanas va directamente a la industria ya que el
producto fresco no cumple con los requerimientos de la comercializacion internacional.
El 80% de esta cantidad se destina a elaboracién de jugo. El aumento de 13 oferta mundial,
implica para Argentina mayores exigencias en cuanto a calidad; EE.UV exige trazabilidad,
imposicién de HACCP y Buenas Pricticas de Manufactura (BMP).

La comercializacion del jugo de manzana concentrado se hace en dos tipos de jugo:

w El jugo darificado (71-70° Brix) que priormente se usa en la elaboracién de jugos,
bebidas y gaseosas

« El jugo con pulpa o “cloudy” o integral (45°Brix) se usa para la elaboracién de

jugos y néctares.

La comercializacion se realiza a granel, en tambores de plistico o de chapa de 300
kg, o en bins de madera en bolsa de polietileno doble con capacidad para 1500 kg de jugo
concentrado. El producto se transporta en buques con bodegas 3 0°C para el caso del jugo
clarificado y a -20°C para el jugo con pulpa. El jugo concentrado que no se exporta se
vende a fabricas locales, que lo diluyen lo mezclan para comercializarlo como jugo o

usarlo como edulcorante en bebidas gaseosas (Bruzone, 2008).

La elaboracion de jugos da la oportunidad de aprovechar las frutas que no
satisfacen las exigencias del mercado y no pueden ser vendidas como producto fresco.
Muchas veces los defectos de estos productos son minimos y con su procesamiento se

puede consequir jugo de buena calidad.

-10 -



El jugo integral o pulposo es un producto cuyo mayor mercado lo constituyen
los paises europeos. Es un producto que mantiene mejor las propiedades organolépticas de
fa fruta, debido a la presencia de la pulpa. Sin embargo, su apariencia turbia y el sedimento
que se tiende a formar con el tiempo pueden causar una impresién neqativa al
consumidor, el cugl no estd acostumbrado a ese tipo de producto (Moyano y col, 1981).
El jugo clarificado, en cambio es un producto translicido, de color caramelo claro.

De esta forma Argenting comercializa sobre todo el jugo que vende 3 los Estados
Unidos. El mismo, sin embargo, debido a su claridad y 13 ausencia de [a pulpa es percibido

por algunos consumidotes como un producto “poco natural”.

1.3. Operaciones industriales para la obtencién del jugo de manzana

Las operaciones bdsicas con fin de obtener el jugo de manzana son las siguientes:

1. Preparacion para la extraccién

2. Extraccion del jugo

3. Operacidnes post extraccion de acuerdo al producto deseado

En los primero pasos, se realiza el lavadoy 1a seleccion de la fruta y a continuacion, la
fruta se dirige a la maquinaria de molienda. Las diferentes tecnologias utilizadas para la
extraccion del jugo de manzana incluyen:

& Molinos A Martillo

« Molinos Raspadores

«  Desintegradores Rietz

«  Rodajadores

Los molinos a martillo, los raspadores y los desingradores de Rietz realizan la

extraccién por medio de prensado de la manzana triturada. Los desintegradores de Rietz
normalmente son una unidad previa a la extraccién, de centrifugacion continua. Los
rodajadores son aptos para obtencidn del jugo por difusién (Moyano y col, 1981).

El método de extraccion del jugo depende de la capacidad de planta, la materia prima,

la calidad del jugo, el rendimiento de extraccién deseado y otros factores que tienen que

¢



ver con la operacion de la planta. La extraccién se puede realizar de manera continua o
discontinua.

La obtencidn del jugo puede hacerse mediante uso de prensas, centrifugas
tamizadoras o decanter. La prensa puede ser la maquinaria principal o auxiliar para el
prensado del jugo remanente en la pulpa. Recientemente, se ha comenzado a usar un
método de extaccion que se basa en la difusién del jugo mediante agua caliente. Este
altimo método se usa en combinacion los rodajadores mencionados al principio del

parrafo.

Operaciones post extraccion: En esta etapa se realizan los procesos necesarios para la
preservacion del producto y responsables de los distintos tipos de jugo. Incluyen:
clarificacién enzimatica, centrifugacion, filtracion, homogeinizacion, desaireacion,
concentracon, recuperacidon de aromas, pasteurizacion, almacenamiento y envasado

(Figura 1.3).

1.4. Sidra de Manzana (“Apple cider”)

En este apartado se hace una breve mencién al jugo integral sin pasteurizar,
comercializado como “apple cidet” en los EE.UU y Canada, debido a la confusion
existente entorno a la terminologia utilizada en distintos paises y con el propésito de
definir los distintos tipos de derivados frutales,. Mientras que industrialmente también se
producen jugos o néctares que contienen parte de la pulpa de la fruta (jugo integral), |a
gran mayotia de estos productos se somete a despectinizacion (jugo clarificado). En la
Figura 1.4.a se muestra la diferencia en la apariencia de los dos productos, siendo evidente

la turbidez de |3 sidra de manzana.



Figura1.3. Esquema que resume la elaboracién de distintos tipos jugo de manzana
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La sidra de manzana se elabora artesanalmente o en pequefias unidades, con un
proceso bastante simple, el cual consiste en un primer paso de lavado, cortado vy
maceracion de las manzanas. Luego, se emplea una tela en la cual se envuelve el procesado
de manzana. A continuacién, una prensa hidrulica exprime la masa de las manzanas
envueltas en [a tela y finalmente se obtiene el jugo denominado “sidra de manzana”, el
cual se envasay se refrigera. La Figura 1.4.b muestra un esquema de un equipo utilizado
para elaboracién de sidra de manzana y también el producto terminado listo para su
comercializacién. En las provincias del norte de los Estados Unidos y de Canada, donde
hay produccién de manzana, en la época de la cosecha, se encuentran puestos en las
carreteras cercanas a los huertos de manzanos donde los productores elaboran y venden
este producto.

L3 sidra de manzana es un producto de vida atil corta, de dos semanas
aproximadamente, ya que las levaduras que naturalmente contiene en pocos dias
empiezan a fermentar el jugo y dan origen a la bebida alcohdlica que se conoce a la
mayoria de los paises como sidra o “Hard Cider"(EE.UV) y que no corresponde 3 las
caracteristicas del producto descripto en este apartado . La sidra de manzana hasta la
década de los ochenta se consideraba un producto sequro debido a su naturaleza icida.
Desde entonces sin embargo varios brotes de ETAs (enfermedades transmitidas por
alimentos) implicaron a este producto (ver Tabla 1.1) y se empezaron a tomar medidas
adicionales para asequrar su inocuidad. La FDA (1999a) ha recomendado la aplicacion de
un sistema HACCP para todos los elaboradores de jugos frutales y un rétulo para los
productos no sometidos a pasteurizacion, el cual advierta sobre [a posibilidad de presencia
de patégenos y el peligro que acarrea para ciertos grupos de riesgo. Las Buenas Pricticas de
Manufactura de este producto incluyen la exclusion 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 realizacion de
estudios microbiolégicos para bacterias coliformes, coliformes fecales y £coli en toda

partida de sidra elaborada (FDA, 1999b).



Figura 14.2. Jugo de manzana clarificado (derecha) y Jugo de manzana integral &

sidra de manzana (izquierda)

Figura 14.b. Equipo para elaboracion de sidra de manzana y producto terminado




1.5. Un plan HACCP

Los programas HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point o Anjlisis de
Peligros y Puntos Criticos de Control) se focalizan en la prevencién de riesgos biologicos,
quimicos y fisicos que pueden afectar la sequridad alimentaria mediante el control de las
partes criticas del procesamiento de los alimentos. HACCP es obligatorio tanto en EE.UV
como en la Unién Europea. En el mercado internacional constituye una exigencia que se
materializa en forma de barreras al comercio. El sistema se basa en la identificacion 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, ademids, con garantias de
inocuidad en sus procesos mediante el aval del Estado o de certificadoras de
reconocimiento internacional. En nuestro pais, aunque el HACCP no es obligatorio, el
SENASA homologa los sistemas para productos elaborados de origen animal. Para el resto
de los alimentos el aval s6lo puede consequirse a través de una certificadora privada.

La industria juquera en los Estados Unidos fue una de las dltimas en aplicarse la
obligatoria implementacion del sistema HACCP después de |a de procesadora de pescados
y mariscos en 1995 y la de carnes y aves en 1998. Los jugos se identificaron como vehiculo
de transmision de varios brotes en todo el mundo. Los brotes mas importantes se
atribuyeron entre otros a £.coli 0157:07, Cryptosporidium parvam y Salmonella. En los
EE.UU en 1998 FDA propuso la implementacion de un sistema HACCP que asequre una
reduccion de 5 ciclos logaritmicos para los elaboradores de jugos. En 2001 I3
implementacion de HACCP para los grandes procesadores de frutas se hizo obligatoria
(FDA, 2001).



1.6. Ecologia de los jugos frutales

Distintas investigaciones sobre la flora natural de frutas y vegetales frescos
demuestran que existe un potencial de una contaminacién microbiolégica amplia,
inclusive por patégenos, 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 mas implicados son los brotes de semillas y jugos sin pasteurizar (Alzamora y
col., 2003).

Las frutas y los vegetales normalmente llevan una microflora epifita, no patgena.
La mayoria de esta flora es supetficial y se constituye a partir de hongos, levaduras y
bacterias Gram negativas del grupo Pseudomonas o de la familia £Enterobacteriaceze. Los
dos tercios de la flora contaminante se constituye de hongos de los géneros Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus,Sclerotinia y Botrytis. De los mismos Salmonellay Escherichia coli
O157:H7 son los que causan mas preocupacion, 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 mas frecuentemente son
moluscos provenientes de aguas contaminadas o también otros alimentos que se infectan
directamente a partir de personas infectadas en contacto con ellos (Cliver, 1997).

La contaminacion puede ser también resultado del tratamiento de la tierra con
abono o/y la contaminacién de las aguas de irrigacion. Cabe afadir 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 contaminacién y a rapida proliferacién de los
microotganismos que normalmente constituyen la flora superficial en todo el alimento
(Nguyen, 1994; Brackett, 1994). También durante el lavado es posible introducir
microorganismos patégenos en el interior de los frutos, dependiendo siempre del estado
sanitario del agua de lavado. Para evitar la contaminacion de dichos alimentos es necesario
tomarse medidas adicionales durante la produccién. Estas medidas adicionales pueden ser
tanto pre-cosecha, como también de descontaminacién posterior o prevencién del

crecimiento de los microorganismos.



Los jugos son bebidas de naturaleza dcida (pH 3-4) con alto contenido de
azicares (aprox. 15 “Brix). Las levaduras, flora natural de la mayoria de las frutas,
predominan en el deterioro de este tipo de alimentos debido a su alta tolerancia icida y la
capacidad de la mayoria de ellas de crecer aerébicamente (Oteiza, 2007). Las levaduras
son los microorganismos que mejor se proliferan en condiciones altamente osméticas y
acidicas, mientras que su capacidad de crecer a temperaturas de reftigeracion hace que
dicho grupo de microorganismos sean los principales alteranfes para los jugos frutales
(Hatcher y col., 2000; Parish y Higgins, 1989). Los géneros de levaduras mas
frecuentemente aislados a partir de jugos pasteurizados son Rhodotula, Pichia, Candida vy
Sacchatomyces. Las especies mas importantes incluyen:Candida parapsilosis, Candida
stellats, Saccharomyces cerevisize, Zygosaccharomyces rouxii'y Zygosaccharomyces bailii
(Mendoza, 1982).

El jugo de manzana fresco, integral, elaborado sin remocién de la pulpa y sin
pasteurizar comercializado como “apple cider” en América del Norte ha sido considerado
como un producto estable debido a su naturaleza acida. En los Gltimos afios, sin embargo,
a sidra de manzana ha actuado como vehiculo no solamente para £.coli O157:H7, sino
también para Cryptosporidium y Salmonella (Golden, 2000). Durante los dltimos afios
varios brotes se han atribuido al consumo de sidra de manzana sin pasteurizar (Kushad,
1997).En la Tabla 1.1 se enumeran los brotes mas importantes asociados con jugo de
manzana y jugo integral (sidra) de manzana los dltimos afos. A continuacién, se

describen brevemente las especies utilizadas en este estudio.

1.6.1. Fscherichiz coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, pertenece a la familia
Enterobacterigcese y se presenta en forma de cuerdas. Por primera vez en 1940, dicha
bacteria, aparece como agente etiolégico de enfermedad causada en humanos y en 1982
se aisla E.coli O157:H7 se caracteriza muy téxica para el hombre y “acidotolerante”.La

severidad de la enfermedad, la falta de tratamientos adecuados y los brotes potenciales a

.



gran escala a través de alimentos contaminados han disparado la investigacion sobre la
patogenicidad, la deteccion y los tratamientos tecnolégicos adecuados con respecto 3 esta
bacteria.

E.coli pertenece a la flora intestinal de hombres y animales y se encuentra en los
alimentos como resultado de la contaminacién 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 estan 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 (aqua potable/ de uso doméstico, agua de piscinas o
de lagos) como a través del abono o también por el personal que maneja los alimentos. La
fuente de la contaminacién del jugo de manzana con Ecolies atribuida al contacto de los
frutos con materia fecal de origen animal. Habitualmente la contaminacién ocurre en I3
huerta donde entran animales de produccién o animales salvajes y después las manzanas
caen en el suelo. Si estas manzanas en continuacion se recogen para la produccién de jugo

E.colise puede introducir en el jugo.

1.6.2. Listeria sp

Listeria es un bacilo Gram positivo, mévil, microaersfilo o anaerobio facultativo
ampliamente distribuido en la naturaleza. No forma esporas. Es saprofito y por ello, sus
principales teservorios son el suelo y la materia organica. Se aisla a partir de suelo y
vegetacion, materia fecal humana y animal, alimentos crudos, alimentos listos para
consumir, aves, mariscos, licteos y vegetales. Listeria sp puede sobrevivit condiciones
extremas tales como las altas concentraciones de sal, el alto pH y muy bajas o altas

temperaturas.
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Tabla 1.1 Principales brotes asociados con jugo de manzana

Alimento  Ndmero
Afo  Microorganismo Pafs Referencia
Involucrado De Casos
1923 | Salmonella Typha Sidra 24 EE.VV Parish, 2000
1974 | Salmonella Typhi 300 EE.UV
1980 | E coli O157:H7 id 14 Canada Anonymous,
idra
2000
1993 | Cryptosporid. spp 213 EE.WV
1996 | Ecoli O157:H7 Jugo 71 EE.UV Clarke, 1996
1996 | E.coli O157:H7 Jugo 14
1996 |  E.coli O157:H7 Sidra 6
Anonymous,
Cryptosporidium EE.VUU
1996 Sidra 32 2000
parvum
1998 | E.coli O157:H7 Sidra 14 Canadd | Anonymous, 1999
1999 | Ecoli O157:H7 Sidra 5 EE.UU | Anonymous, 2000




En particular, Listeriz innocus tiene caracteristicas muy similares con la pariente
patogena, Listeria monocytogenes . Se utiliza en su lugar como subrrogante con fines de
investigacion justo por la falta de patogenicidad y respuesta semejante. Hay numerosos
estudios que confirman la aptitud del uso de L. innocua en lugar de L. monocytogenes
Char (2006) , utilizé un proceso de preservacion para jugo de naranja que contemplaba
la aplicacion de un tratamiento térmico suave y agreqado de antimicrobianos naturales
(vainillina y/o citral) y demostrd que L.innocua fue ain mas resistente que la especie
patdgena. Lo mismo se demostré estudiando la inactivacion de las dos especies durante I
pasteurizacion de leche (Piyasena y col., 1998) y también estudiando su capacidad de
recuperacion tras inactivacion térmica en distintos caldos nutritivos (Busch y Donnelly,
1992).

En los EE.UU Ia industria alimentaria se rige por una estrategia de tolerancia cero
con respecto de L.monocytogenes en alimentos listos para consumir (Gailunas, 2003)
porque la dosis infecciosa es ain desconocida. La listeriosis se manifiesta esporddicamente
pero también puede causar epidemias debidas a la ingesta de alimentos contaminados.
Listeria monocytogenes 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
patégeno de naturaleza ubicua ha sido recuperado a partir de jugo de manzana sin
pasteurizar (pH 3,8) (Sado y col., 1998); jugo mezcla de manzana y frutos rojos
(frambuesa) sin pasteurizar (pH 3,8) y jugo de manzana (pH 3,7) luego de 1 dia de
almacenamiento a 5°C (Baumann y col, 2005). Otro estudio confirmé que L.
monocytogenes fue capaz de sobrevivir en jugos concentrados de manzana, naranja,
anani y uva blanca (pH 3,6 a 5,5) (Oyarzibal y col., 2003).

La supervivencia de este patégeno a valores de pH bajos (3,0 a 4,5) ha recibido
poca atencién, 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 3,6, indicaron que el tiempo necesario para reducir la poblacion de
L. monocytogenes desde un inéculo inicial de 10¢ UFC/m a niveles indetectables fue de

20 dias 3 4°C y de 5 dfas a 30°C. Por lo tanto, en productos de alta acidez refrigerados
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puede encontrarse Listeriq y puede producirse una masiva contaminacién si estos

alimentos son consumidos en un periodo corto de tiempo.

1.6.3. Saccharomyces cerevisize

S. cerevisige es un microordanismo ubicuo y un alterante muy comiin para frutas y
granos. Este microorganismo ha sido utilizado por el hombre desde la antigiiedad en la
fermentacién del mosto para la produccién del vino, la elaboracion de 13 cerveza y la
elevacién del pan. Es el primer microorganismo que se produjo a nivel masivo para uso
industrial y domestico. Por todas estas razones es un microorganismo cuyas caracteristicas
estin muy bien definidas y suma {as siquientes ventajas como “microorganismo modelo”
para uso en investigacién con diversa orientacién cientifica.

s Tiene una proliferacion celular rapida

« No es patdgeno

s Es facil de cultivar en placas Petri

w Dala posibilidad de aislar los mutantes si esto se considera necesario
w Tiene un sistema genético bien definido

w Esdisponible a grandes cantidades

w  Tiene versatilidad con respecto a las técnicas de manipulacién genética

1.7. Tecnologias emergentes para la preservacién de alimentos

La sequridad alimentaria parece ser hoy en dfa, una consideracion de primordial
importancia para los consumidores y la preocupacion mas grande de la industria
alimentaria y los sewvicios gastronémicos en todo el mundo. La demanda creciente de
comidas preparadas fuera del hogar, compradas en los supermercados “casi listas” y
reﬁigeradas para que sean consumidas en domicilio, requiere de medidas adicionales en

cuanto a la preservacién de su calidad microbiolégica y organoléptica.



Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETAs) constituyen una causa de
muerte o enfermedad grave que en la mayotia de las veces afectan personas con sistema
inmune débil y pocas veces a individuos sanos. La implementacién del sistema HACCP,
los tratamientos térmicos y la cadena de frio ayudan reducir la incidencia de ETAs. Sin
embargo, las infecciones e intoxicaciones alimentarias debidas a distintos
microordanismos siguen afectando la salud de la poblacién y siguen causando grandes
pérdidas econémicas en la industria. Los Gltimos afios, 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). Ademss, dado el
tamafo de la produccion del alimento involucrado, pueden constituir “brotes” y afectar
gran parte de la poblacion.

L3 tendencia actual se dirige a alimentos que requieran menos tiempo de
preparacion y tengan vida atil prolongada pero que a la vez mantengan las caracteristicas
de los alimentos frescos. La nueva generacién de consumidores busca alimentos
sometidos a procesamientos menos drasticos con menor contenido de aditivos quimicos,
densindad calérica y colesterol. Estos cambios son muy significativos desde el punto de
vista microbiolégico y por lo tanto, se hace necesario, el desarrollo de nuevas
tecnologias de preservacién denominadas comunmente tecnologias emergentes con el fin
de desarrollar productos de alta calidad asequrando al mismo tiempo la inocuidad de su
consumo. (Barbosa-C3novas y col., 1998; Rahman, 1999; Juneja y Sofos, 2002). Estas
nuevas tecnologias incluyen métodos de preservacion fisicos, no térmicos, y la
incorporacién en los alimentos de aditivos naturales poco convencionales. Los métodos
de preservacién “emergentes” de los alimentos entregan la mayoria de las veces cantidades
de energia menotes y apuntan mas especificamente a cambios bioquimicos con fin de
disminuir las “pérdidas colaterales” de nutrientes y caracteres organolépticos. Estos
procesos incluyen métodos fisicos como la utilizacion de campos eléctricos (Castro y col.,
1993), altas presiones (Zimmerman y col., 1993), campos magnéticos oscilantes
(Pothakamury y col., 1993), pulsos de luz (Dunn y col., 1988), ultrasonido y radiaciones
ionizantes (Thorne, 1991) estando alqunas de estas metodologias cometrcialmente

disponibles mientras que otras se encuentran en diferentes estadios de investigacion.
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Muchas veces 1 aplicacion de un sélo método no es suficiente para 13 conservacion de un
producto y medidas adicionales se requieren con fin de consequir la estabilidad y
sequridad deseada.

La FDA establecié en un reporte del aflo 2000, para regular la aplicacion de
tecnologias emergentes, 5 reducciones decimales para patégenos emergentes tales como

L. monocytogenes (FDA, 2000a).

1.71. Luz ultravioleta

1.7.11. 1a naturaleza de 1a luz ultravioleta y el dafio celular

Como radiacién se define a la propagacion y emision de energia a través del
espacio o la materia. El espectro electromagnético contiene diferentes tipos de radiacion
de distinto poder de penetracion, frecuencia y longitud de onda. 14 luz visible constituye
solamente una estrecha banda del espectro la cudl incluye: las ondas de radio, rayos
infrarrojos, luz ultravioleta, rayos X, radiacién gama y los rayos césmicos.

La radiacién UV ocupa una banda ancha de longitudes de onda de fa region no
ionizante del espectro electromagnético entre los rayos X (100 nm) y la luz visible (400
nm) (Figura 1.4). Por una cuestion mds bien practica el espectro de UV se divide en
cuatro regiones (Bolton, 2001):

« WV de onda larga (UVA)con longitudes de onda en el rango 320-400 nm.
Constituye ef 98,7 % de fa radiacion ultravioleta proveniente del sol que alcanza la
superficie de la tierra. Es responsable del efecto del bronceado de 1a piel tras la
exposicion del hombre. Es capaz de provocar daiio indirecto al DNA de las células.

« WV de onda media (UVB) con longitudes de onda en el rango 280-320 nm. 14
mayor parte de la misma se filtra por las capas superiores de la atmosfera.
Tradicionalmente se considera la region perjudicial para la salud humana. Sin
embargo esta fraccion de fa luz WV es la que induce 13 formacién de fa vitamina D

en la piel. También se responsabiliza de quemaduras de la piel y es culpable del
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dafio 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
nm. Esta fraccion de la luz ultravioleta se filtra en las capas superiores de I3
atmosfera, mis especificamente en 13 capa de ozono. Las radiaciones U8B y UV-C
son responsables de 13 formacion del ozono en las capas superiores de [a atmésfera.
Es también 3 reqion germicida del espectro siendo mais eficientes los tratamientos
entre los 250-270 nm .

s Vacio UV con longitudes de onda entre 100 y 200 nm

13 Juz se puede considerar como una corriente de energia. La cantidad de energia
que puede Hlevarse por I luz es proporcional a su frecuencia e inversamente proporcional
a su longitud de onda segdn: .

E=h* = h*e/A (1.1
donde E = energia emitida ; h =constante de Plank; {= frecuencia y A =longitud de onda .

Cuando un rayo de luz de suficiente energia se absorbe en la materia causa un
cambio fisico o quimico. Los tomos y moléculas absorben solamente estas longitudes de
onda que proveen justo fa cantidad de energia que necesitan para cambiar su estado
(Lépez-Malo y Palou, 2005). L2 alta absorbancia del UV se asocia con la capacidad de las
bases de purina y pirimidina de absorber 13 luz 3 estas longitudes de onda. L3 radiacion
WV-C dafa 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 1a radiacion  UV-C induciendo la formacién de dimeros covalentemente
ligados entre las bases adyacentes. Si estos dimeros llegan a un ndmero crtico 3 correcty
replicacion del DNA se impide y consecuentemente 3 reproduccion se hace imposible.
(Shama,1999). El daiio principal que causa {a radiacién UV es en 3 molécula de DNA pero
las proteinas también se pueden afectar alterando as sus funciones basicas dentro de I3

célula.
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1.7.1.2. 13 radiacion ultravioleta en 13 tecnologia de los alimentos

En tecnologia de alimentos los tipos de radiacién que mis utilizacion encuentran

actualmente son 13 radiacién gama, 1a radiacién ultravioleta y fas microondas (Mendonca,

2002). El efecto bactericida de la radiacién ultravioleta se conoce desde principios del

siglo XX, sin embargo, su aplicacién no fue posible hasta 1940 cuando se comercializaron

las primeras ldmparas que emitian a esta longitud de onda (Lpez-Malo y col., 2005) El

uso de 3 luz ultravioleta como una tecnologia de preservacion es relativamente nuevo,

prometedory que con algunas precauciones es altamente aplicable y letal para la mayoria

de los microorganismos (Bintsis y col., 2000). A continuacidn se enumeran algunas de

las ventajas mas destacadas:

o

o

Es un proceso frio, no afects significativamente 13 temperatura del alimento, ni
su contenido de humedad, y por lo tanto no causa dafio térmico al producto
No se requieren quimicos consumibles

No existe riesgo de sobredosis

Tiene bajo consumo de energia

No favorece |3 formacion de sustancias extrafas

No deja residuos quimicos ni radioactividad residual en el producto (tal como
ocurre con la radiacion gama)

No tiene restricciones legales

No requiere equipamiento de sequridad adicional y es bastante sequro para el
personal que maneja el equipo

Es de facil aplicacién y no requiere personal especializado para su aplicacion
Tiene ba{o costo de inversion, funcionamiento y mantenimiento

Es eficiente para varios bacterias, hongos, levaduras y pardsitos
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Figura 1.5.a. El espectro electromagnético

- Ell | | l.‘l ¢ g EI‘I '

10" e 10 T orm 10 * o 10““em 1T om T cm T oo
+ I :

f = f t i t =)

\\\;.’l/ o \
\?/ @ > 7f\‘g‘ - @ / — ﬂ

Rayosgama Ultavioleta  Visible /Mlcroondas Radio

j lnﬁamp

Figura 1.5.b. Dafio celular provocado por radiacién UV-C
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Su aplicaciéon mas coman constituye una alternativa a la cloracién del agua, muy
popular en varios paises europeos y en los EE.UU desde hace unas décadas. La radiacion
UV-C se usa para la desinfeccién de grandes cantidades de microorganismos en aquas
potables y residuales (Gray, 1994; Bolton, 2001; Shama, 1999; Bintsis y col, 2000) y en la
piscicultura (Summerfelt, 2003). En la industria alimentaria, farmacéutica y hospitales se
usa para esterilizacion de supetficies, utensilios, aire y también material de empaque. En
los EE.UV ya estd aprobado el uso de la radiacion UV para el tratamiento establecido de
reduccién 5 ciclos logaritmicos del patégeno mas resistente en jugos frutales y vegetales
con el requerimiento adicional del flujo turbulento (FDA, 2000a). En cuanto a los
cambios organolépticos que pudiera introducir el uso de la radiacién ultravioleta, es
conocido que promueve la oxidacion de lipidos en carne y leche a través de reacciones
fotoquimicas (Bintsis, 2000). Koutchma y col.(2004) reportaron que no se observéd
diferencia entre sidra de manzana tratada con luz UV-C y un control, utilizando un panel
de evaluacion sensorial. Oteiza (2007) trabajando con dosis de luz UV-C de 1,60 )/cm?
para irradiar jugo de naranja concluyé que la calidad sensorial del jugo tratado fue similar

a la del jugo exprimido fresco sin tratar que se utilizara como control.

1.7.1.3. Susceptibilidad de los microorganismos a la luz UV

Con excepcién de las bacterias fotosintéticas la mayoria de los microorganismos
muestran susceptibilidad al dafo ultravioleta (Lépez-Malo y 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 composicion del alimento pueden constituir
factores importantes. Los hongos y levaduras como microorganismos de mayor tamafio,
son mis resistentes que las bacterias. Los virus son mds tesistentes que las bacterias

(Adams y Moss, 1995), mientras que los protozoos, que también constituyen patégenos



transmitidos por los alimentos, presentan cierta resistencia al tratamiento con luz UV
(Shama, 1999; Bolton, 2001, Hoyer, 1998; Sastry y col., 2000). Las esporas bacterianas
demuestran maxima resistencia y las dosis aplicadas usualmente no llegan a destruirlas. El
estado fisiolégico de las células también es un factor importante relacionado con la
susceptibilidad de los microorganismos. En general se considera que las células cuando se
encuentran en 13 fase estacionaria son mis resistentes que las que se encuentran en fase

exponencial.

1.7.1.4. Fenomeno de reactivacion

Vatios microorganismos que tienen un sistema metabélico funcional poseen
diversos mecanismos de reparacion de los icidos nucleicos dafiados (Jagger, 1967). 14

reparacion del dafio provocado por UV puede ser realizada:

« mediante i3 luz visible

«  en oscuridad

La reparacidn que utiliza 1 luz se conoce bajo la denominacion fotoreparacion 6
fotoreactivacion y requicre exposicion a la luz visible, concretamente a longitudes de
onda en el rango de 330-430 nm. Ocurre mediante la accién de la enzima fotoliasa, la
cual debe activarse en el UV cercano 6 en el azil-violeta de la region visible del espectro.
En este caso, la dimerizacién de bases nucleotidicas adyacentes provocada por la luz UV
sobre los icidos nucleicos, se monomeriza por la accién de 13 enzima. Para los jugos
frescos, este mecanismo de reparacién es importante dado que muchas veces se envasan
en material transparente y estin expuestos a 3 luz en los estantes de los supermercados.
Para evitar esta desventaja del proceso, una estrategia posible es mantener el producto

bajo refrigeracion y/o en envases oscuros (Guerrero-Beltrdn y col, 2004).

El otro mecanismo mencionado incluye el proceso reparatorio en oscuridad, el

cual se realiza en ausencia total de la luz. Se refiere a la capacidad de reparacion del DNA
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de los microorganismos via diferentes métodos sin la participacion de la enzima fotoliasa.
Estos métodos no son exclusivos para la reparacion del dafio causado por radiacion

ultravioleta y pueden prevenir 3 la célula de mutaciones (Guerrero-Beltrin y col, 2004).

1.7.1.5. Dosificacién

La dosis de radiacion recibida por el fluido irradiado en flujo continuo se calcula
segan:

D=1l2s4"1 (1.2)

donde I2s4 es la intensidad de la luz incidente calculada segin se describe posteriormente
(véase ecuacion 1.4); tes el tiempo de residencia calculado a su vez para un fluido a partir
de:

t=V/F €1:5)
donde V es el volumen de la cimara de irradiacion y F la velocidad de flujo de la
alimentacion.

Para evaluar la dosis real recibida por la muestra tratada se tiene que tomar en
cuenta la atenuacion de la intensidad de la luz emitida por la fuente seqin la ley de
Lambert-Beer:

=1, exp 2 | (14)
donde | es |3 intensidad atenuada; lo es |3 intensidad monocromatica 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 radiacion por unidad

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



Dosis de radiacion ultravioleta es el total de 3 energia radiante recibida. Se calcula
multipliando la iradiancia  por el tiempo de exposicion. E! término se usa
frecuentemente el 3 literatura y representa la exposicion de un dado microorganismo al

rango germicida de la luz UV. Se mide en Joule/m?.

Para la mayoria de las bacterias, levaduras y virus se considera que una dosis de 100
J/ m? es suficiente en soluciones que no muestran una significante absorbancia de la luz
WV. Cuando en una solucion estin presentes esporas fiingicas o bacterianas se necesitan
dosis superiores. En alimentos con sustancias disueltas y particulas suspendidas, tales como

los jugos de fruta se recomiendan dosis no inferiores 3 400 J/ m? (Sastry y col., 2000).

1.7.1.6. Fuentes de I3 luz UV

Como se ha mencionado anteriormente 13 radiacion ultravioleta es parte de la
radiacion del sol que alcanza este planeta. ta W-A es e tipo de UV que mis se
encuentra en la superficie de la tierra ya que a las longitudes de onda mis cortas del
WV se les niega el pasaje por la capa de ozono que se ubica en 13 estratosfera. Esto hace
que no podamos usar la fuente solar para aprovechar las propiedades germicidas de
WV-C y tengamos que recurrir a fuentes artificiales, comanmente las ldmparas de

mercurio.Existen distintas ldmparas de emisién de luz UV:

s Juz UV-A: Este tipo de ldmparas son de mecurio que emiten tanto UV-A como
también luz visible pero luego las longitudes de onda mis largas que los 400 nm
se filtran por el material de recubrimiento de la fimpara (Figura 1.6 ).

w Luz UV-A y UV-B: lamparas de las camas solares que producen el bronceado
artificial y emiten en UV-Ay UV-B.
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w Luz UV-C: de uso industrial que se usan para descontaminacién de superficies y
liquidos. Estas emiten en la regién germicida como ya se vio antetiormente, 3 los

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

Las ldmparas que emiten a 254 nm funcionan a baja o media presién. La parte
exterior es el recubtimiento de cuarzo fundido, el cial permite el maximo de la
transmision de la radiacion UV (aprox. 90% de la energia irradiada). En el interior hay una
pequenia cantidad de gas de mercurio ¢ funcionamiento 3 bajas presiones) y un gas inette,
habitualmente argon. El Gltimo no tiene un papel funcional sino secundario extendiendo
la vida atil de los electrodos y reduciendo 3 pérdidas térmicas. Dentro de la lampara se
encuentran también los electrodos de tungsteno a través de los cuales se aplicari el voltaje
apropriado para la formacion del arco de mercurio. 1a aplicacion de alto voltaje provocari
la excitacién de los dtomos de mercurio o sea hard que pasen 3 un n ivel de energia mayor.
Al volver los electrones de los jtomos excitados a su estado normal (a un nivel de energia
menor) emitirin la energia restante en forma de luz ultravioleta, a los 254 nm (Figura

1.6).

1.717.  Problemasy limitaciones

La mayor desventaja del uso de la luz ultravioleta con fines de desinfeccion es el poco
poder de penetracién que tiene 13 misma. Asi por e{cmplo, en agua destilada, 3 40 cm
debajo de {3 superflicie, la luz ultravioleta pierde 30% de su intensidad (Bintsis, 2000). 14
penetracion en un liquido depende de la naturaleza del liquido: los sélidos solubles
disminuyen I3 intensidad de la radiacidn que penetra en el liquido mientras que las
particulas suspendidas pueden bloquear 1a incidencia de la luz en la carga microbiana
(Shama, 1999, Bintsis y col,, 2000) Ademis de las moléculas de DNA, las proteinas y fa

bases también absorben i3 fuz ultravioleta.
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Figura 1. 6.

a) Aspecto de una limpara UV-A (1) y UV-C(2) y circuito relacionado (3)

Ballast Switch

~) El- uv
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b) ldmpara UV-C germicida instalada para la sanitizacion de productos




La absorcion de la radiacion a partir de distintos alimentos es proporcional a su
contenido en las sustancias nombradas: la concentracién de azdcares, sales, otros sélidos
solubles, las particulas suspendidas y ademas del color del medio, el tipo y la
concentracion de la carga microbiana. Es por ello que hasta ahora su uso se limita 3 a
desinfeccion de superficies y aquas (liquido transparente) y a lo mismo apunta el

requerimiento adicional del flujo turbulento en cuanto a la desinfeccién de jugos.

Asi como en los alimentos, también en el caso de las superficies y del aire las
particulas y la grasa presentes, la himedad y suciedad 6 en el caso del aire, los aerosoles,
juegan un papel protector a favor de los microorganismos impidiendo que los rayos de
UV los alcancen. Cabe afadir que el uso de UV-C estd aprobado para la desinfeccion de
superficies de alimentos (FDA, 2001).

La otra limitacidn que se tiene que tomar en cuenta es reactivacion que pueden
presentar los microorganismos tras una exposicion subletal a radiacion ultravioleta (véase

item 1.7.4).

1.8. La microbiologia predictiva como herramienta de anilisis

En muchos alimentos, el control de los microorganismos, ya sean patégenos y/o
detetiorativos, depende de la combinacion de factores de preservacion dénde
generalmente ocurren situaciones sinérgicas, por lo que se requiere menor intensidad de
los factores cuando éstos se aplican en forma simultinea. Por lo tanto, si se quieren
obtener juicios confiables sobre la calidad del alimento, su vida dtil y su sequridad, es
necesario disponer de datos cuantitativos sobre los efectos de los factores que afectan el
crecimiento, la supervivencia y/o la inactivacion. Los modelos matematicos son la mejor
manera de hacer predicciones bajo estas circunstancias.

Una herramienta para el desarrollo de tecnologias para poder estimar la conducta
microbiana, es |3 aplicacién de la microbiologia predictiva (Mc Meekin y col., 1993). La

mictobiologia predictiva consiste en el desarrollo de modelos matematicos para predecir



la velocidad de crecimiento o de declinacién de los microorganismos hajo 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, [a distribucion y el almacenamiento en la sequridad microbioldgica y la
calidad de los alimentos. Utilizando disefios experimentales adecuados y modelos
matematicos apropiados, la microbiologia predictiva permite la seleccion de los factores
de preservacion para alcanzar la vida atil deseada de diversos alimentos.

El modelado microbiano comenzé aproximadamente en 1920 con los cilculos del
tiempo de muerte térmica y el uso de los valores D (tiempo de reduccién decimal) y z
(grados de variacién en la temperatura, necesarios para reducir el valor de D en un 90%),
para describir la resistencia térmica bactetiana. En la década del ‘70, se profundizé
principalmente en el modelado de la probabilidad de produccién de toxinas de C
botulinum, principalmente en USA y en el Reino Unido (Robetts e Ingram, 1973). En los
afios ‘80, el marcado incremento en |3 incidencia de brotes de enfermedades producidas
por alimentos, llevd a tomar conciencia pablica de la necesidad de un abastecimiento
sequro de alimentos. En ese momento, los microbiélogos de alimentos comenzaban a
aceptar que los métodos microbioldgicos tradicionales para determinar la calidad y
sequridad alimenticia, estaban limitados por el tiempo requerido para obtener los
resultados y que los métodos indirectos basados en cambios quimicos, fisicos o
fisicoquimicos, no proporcionaban una respuesta hasta que un gran namero de células se
encontraba presente. Lo mismo ocurtia con varios métodos rapidos que necesitaban, o
bien un alto nivel de contaminacién para que la respuesta sea evidente, o dependian del
uso de equipamiento muy sofisticado y oneroso.

Antes del advenimiento de la microbiologia predictiva, la mayor parte de la
bibliografia definfa las condiciones ambientales limitantes del crecimiento, cuando los
dem3s factores ambientales se encontraban en los valores 6ptimos. Ademas, sélo
ocasionalmente los efectos de dos o m3s factores de conservacién se estudiaban de tal

forma que permitieran cuantificar la interaccion de los mismos. A consecuencia de ello,



muchos de estos datos no eran de utilidad o bien no permitian predecir |3 respuesta
microbiana.

Si bien el modelado no revela comportamientos microbianos extrafios o poco
esperados, los modelos se pueden usar para predecir, por interpolacién, el crecimiento
bajo una combinacion de condiciones que no fueron especificamente testeadas en el
protocolo experimental (Whiting, 1995).

Se han propuesto varios esquemas para categorizar los modelos, uno de ellos
propone dividirlos en modelos de crecimiento y modelos de inactivacion/supetvivencia.
Dentro de cada categoria se subdividen en modelos primatios, secundarios y terciarios
(Lopez-Malo, 2000; Alzamora y col., 1995).

Los modelos primarios describen cambios en la respuesta microbiana con el
tiempo en un ambiente especifico. El modelo puéde cuantificar unidades formadoras de
colonia por mililitro o por gramo (UFC/mL), formacién de toxinas, niveles de sustrato o
productos metabélicos (que son medidas directas del crecimiento); absorbancia e
impedancia (medidas indirectas de |a respuesta). Una vez generada la curva de crecimiento
o muerte microbiana, se utiliza una funcién o ecuacién matemitica para describir el
cambio de |3 respuesta en funcién del tiempo. Ejemplos de modelos primarios son: I
funcién de Gompertz para crecimiento exponencial; el modelo de Gompertz modificado
para describir la inactivacién microbiana; modelos para describir |a declinacién no lineal de
esporas sobrevivientes con el tiempo; el modelo logistico aplicado a destruccién térmica;
el modelo de Stannard; el modelo de Schnute; la ecuacién de Fermi; el modelo de
distribucién de frecuencias tipo Weibull; etc. (Mc Meekin y col., 1993; Peleg y Cole,
1998).

Los modelos secundarios describen las respuestas de los pardmetros de los modelos
primatios frente a cambios en uno o mas factores ambientales como temperatura, pH o
aw. Ejemplos de modelos secundarios son el modelo de Arrhenius y el modelo de la raiz
cuadrada, que describen la dependencia con la temperatura, y el modelo polinémico.

Los modelos terciarios son rutinas de software para 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 vatios microorganismos, por lo que permiten elegir a los
microotganismos “blanco de ataque” en situaciones especificas de formulacion-
procesamiento de alimentos. Ejemplos de modelos terciarios son el “USDA Pathogen
Modeling Program” realizado por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos,
disponible gratuitamente en Internet (http://www.arserrc.gov) y el “Food Micromodel”
avalado por el Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacién del Reino Unido.

El progreso en la microbiologia de alimentos ha sido impresionante. El modelado
es actualmente una técnica de investigacion estindar y una herramienta poderosa en el
disefio de alimentos y en el control de procesos. Sin embargo, todavia no se puede contar
s6lo con los modelos para determinar la sequridad de los alimentos y los sistemas de
proceso. Los ensayos de laboratorio siguen siendo necesarios para determinar
inequivocamente la factibilidad del crecimiento o supervivencia de patégenos en el

producto.

1.8.1. Modelo de distribucién de frecuencias de resistencias tipo Weibull

La inactivacion de los microorganismos debida a la exposicion al calor se
considerd tradicionalmente ser gobernada por una cinética de primer orden. Sin
embargo en muchas las curvas de supervivencia de diversos microorganismos se observo
un desvio de la linealidad mostrando una ligera curvatura/concavidad. La dltima es una
observacién sumamente importante especialmente tomando en cuenta la prictica
comiin de extrapolacién de los resultados que subestiman o sobrestiman el efecto
mortal del proceso segin la forma de la curva. Una explicacion alternativa para las
respuestas microbianas no lineales es la que nos dice que la curva de supervivencia es una
forma acumulativa de una distribucién temporal de eventos letales (Peleg y Cole, 1998).
Seg(in este concepto, los distintos individuos de una poblacién microbiana presentan
distintos tiempos de inactivacién y/o muerte. La forma de la curva de supervivencia se

define a partir de la distribucion de las distintas resistencias de los individuos que
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constituyen esa poblacién. El modelo refleja las diferencias en la resistencia de diversas
poblaciones microbianas a distintos procesamientos y factores de estrés aplicados 3 traves
de la moda, la varianza y el sesqo de la distribucion. El modelo no toma en cuenta los
mecanismos especificos que causan la muerte o la inactivacién, simplemente describe
su manifestacion en una dada poblacién microbiana (Peleq y Cole, 1998).

La aproximacion tradicional de inactivacién de los microorganismos se basa en la
suposicion que todos los individuos tienen la misma resistencia y de hecho los
individuos se inactivan una vez recibida cierta cantidad del factor de estrés. L3 velocidad
de inactivacién entonces se describe a partir de la siguiente ecuacién diferencial.

-dN/dt = kN (1.5)
donde N es la poblacién microbiana; dN/dt, la velocidad de inactivacion y k, constante
de |3 reaccion (1/unidades de tiempo) . El modelo de Weibull asume la poblaciéon
microbiana al recibir cierto tratamiento se puede encontrar en dos estados: viva o
inactivada. En este caso la funcién de supervivencia de cada individuo microorganismo

miembro de dicha poblacién sera:

Para tcty Si(t) =1(vivo)y t= tq Si(t) = O (inactivado)

donde ti marca el tiempo que un microorganismo pierde viabilidad. Queda claro que ta
nos indica la sensibilidad o resistencia de un individuo o una poblacién respecto con su
tamafio. La funcién de supervivencia de la poblacion que constituyen los

microorganismos anteriormente mencionados en este caso se da a partir de:
S(t) = X St (1.6)
Si ahora consideramos que en una poblacién grande tal como son la mayoria de las
comunidades microbianas, la resistencia expresada en términos de ta tiene una

distribucién continua, la funcién anterior se puede escribir:

sct) =1fo flt, t(@)ld @ (1.7)



Jonde f [ttL@)] es funcidn del tiempo de exposicion y a fraccién de microorganismos
@, comparte cualquier tiempo de muerte , tc Asumiendo que |3 ecuacion es valida y que te

tiene una distribucién tipo Weibull , entonces:
d @/d te=bn tc" exp (-b tc") (18)

donde by n son constantes y 1a ecuacion en forma semilogaritmica se transforma en
log S(t)=-b t" 1.9
Los parametros b y n se utilizan para calcular los pardmetros de frecuencia de las

distintas curvas y 1a evaluacién final de los resultados segiin:

s Moda (tam): e ¢l tiempo de irradiacién al que se inactiva 13 mayoria de la
poblacién, es decir a la maxima frecuencia:

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

«  Media (1, ): es el valor medio de los distintos tiempos de inactivacion
t, =+ )i (111

« Varianza (oi): es [3 varianza de [a media
o2 ={rln+2)/n]-(rfin+)m]F o2 (112)

s Coeficiente de sesgo (skewness) (u1): es el sesgo de la distribucion y estd

relacionado a los miembros mis resistentes de la poblacion microbiana:

3/n
. [I“(n+3ln)/b fJ‘ 1.43)

" [r+2/m)020 "
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2.1. Objetivo general

Los jugos {rutales constituyen una categoria importante de alimentos en términos
de consumo debido a su elevada la calidad nutricional, funcional y 3 sus atributos
sensoriales. Econdmicamente, las frutas ocupan un lugar destacado en el comercio, tanto
local, como de importacion y de exportacién.

Los consumidores actuales asocian alimentos sanos y seguros con alimentos
frescos o minimamente procesados, rechazando el agregado de antimicrobianos
sintetizados  quimicamente y los procesamientos severos  que modifiquen
considerablemente la calidad nutricional y sensorial de los mismos. Asi, la industria
fruticola est§ hoy en dia muy influenciada por tres puntos especfﬁcos: inocuidad quimica
y microbioldgica, beneficio en la salud y caracteristicas organolépticas de excelencia (en lo
posible, similares 3 13 fruta fresca de la que provienen).

Recientemente se publicé una evaluacién critica de 13 informacién cientifica
disponible sobre las tecnologias alternativas de conservacién de alimentos, tanto térmicas
como no térmicas (FDA, 2000b) (i.e. microondas, calentamiento ohmico, altas
presiones hidrostiticas, pulsos eléctricos, pulsos de luz, campos magnéticos oscilantes, luz
ultraviolet, ultrasonido y rayos X). En 13 medida en que hubieran datos disponibles, se
describieron  los mecanismos de accién en los microorganismos y 13 cinética de
inactivacion; se identificaron los patdgenos mds resistentes a cada tecnologia y las formas
de validar |3 efectividad de 13 inactivacién microbiana; se analizaron los factores ceiticos de
los procesos y se describieron 1as desviaciones posibles de los mismos y la forma de
manejarlas. También se reportaron los efectos sinérgicos con otros factores mencionados
en la bibliografia y las necesidades de investigacion de cada técnica. Las limitaciones
principales aplicables a todas o casi todas las técnicas alternativas pueden resumirse en los

siguientes puntos:

w Las curvas de supervivencia por lo general no siguen una cinética de primer orden, y
por lo tanto 13 cinética debe cuantificarse usando modelos matematicos ajustados a

cada tecnologia. la cantidad de datos experimentales existentes (no siempre

o



confiables) no permite la comparacion entre distintas técnicas y deben tomarse
precauciones cuando estos parametros cinéticos se usan para desarrollar procesos o
comparar |3 resistencia de diferentes poblaciones microbianas.

w  Los modos de accién de las distintas tecnologl'as alternativas no estin totalmente
identificados.

w  No se ha evaluado la sinergia, aditividad o antagonismo de la combinacion de
procesos alternativos entre s7 o con otros (actores antimicrobianos tradicionales

s Para los procesos alternativos que no se basan en la aplicacion de calor se necesita
todavia identificar los microorganismos patégenos y deteriorantes mis resistentes a
los tratamientos y también los microorganismos no patégenos subrogantes de los
patégenos de mayor resistencia a los fines de la validacion del proceso a niveles

piloto e industrial.

El objetivo general de este trabajo es evaluar el efecto de la utilizacion de luz
ultravioleta de onda corta (254 nm) como una tecnologia novel alternativas a la
pasteutizacidn de jugo de manzana con el fin de inactivar microorganismos patogenos y
deteriorativos prolongando asi 13 vida atil del producto. Muchas de las tecnologias
emergentes, consideradas como métodos fisicos para la conservacion de alimentos, se
encuentran todavia en estudio y su aplicacién a alimentos de manera industrial es en
muchos casos incierta, ya que se requiere de mayotes investigaciones de naturaleza basica.
En particular, la irradiacién con luz UV de onda corta (254 nm) presenta muchos
interrogantes 3 resolver tales como la influencia del equipo de procesamiento,
condiciones de operacién , la influencia de la matriz alimenticia y su poder de atenuacion
de 13 luz , sensibilidad microbiana muy variada entre e intra especies; etc. Asi mismo, la
integracion de los distintos aspectos evaluados permitird poder explicar y predecir el
comportamiento microbiano frente 3 esta nueva tecnologia, aportando conocimientos

para optimizar el procesamiento y conservacién de jugo de manzana.
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2.2. Objetivos especificos

U

o

o

Disefio; puesta a punto y determinacién de las variables operativas y {actores criticos
de un equipo de irradiacion con luz UV-C en ﬂu{o continuo utilizando un medio
modelo y un microorganismo de prueba.

Evaluacion de un método reproducible de cuantificacion de la dosis de irradiacion
UV-C recibida por el sistema.

Evaluacion del impacto de la matriz en a eficacia del proceso utilizando sistemas
modelo y sistemas reales (jugos frutales clarificados 6 integrales).

Estudio de la efectividad de un proceso que utilice la fuz UV-C y otros factores de
estrés (pH; almacenamiento refrigerado; etc.) para inactivar en jugo de manzana
microorganismos detetiorativos y microorganismos posibles indicadores de aquellos
responsables de ETAs relacionadas con jugos frutales,

Estudio de [a variacion de la respuesta de un microorganismo como contaminante
dnico y cuando se encuentra en cocteles intra e inter -especie.

Modelado vy validacion interna y externa de la cinética de inactivacion de los
microorganismos de estudio en el jugo de manzana utilizando como herramienta
fundamental a la microbiologia predictiva. Evaluacion de la influencia de los
factores de estrés aplicados a través de los pardmetros obtenidos para el modelo
predictivo seleccionado.

Evaluacién de una posible recuperacion microbiana durante el almacenamiento del
jugo de manzana procesado por luz UV-C

Evaluacion de las modificaciones en la flora nativa producidas por el tratamiento
de irradiacion con luz UV de jugo de manzana minimamente procesado durante el

almacenamiento del mismo.
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31.  Ftapasdel ensayo

Este estudio se compuso de 3 etapas:
s Ensayos de reto microbiano con indculos individuales y cocteles de
microorganismos relevantes en sistema modelo y jugos frutales.
« Ensayos de evolucion de la flora microbiana sobreviviente durante el
almacenamiento refrigerado del jugo procesado luz UV-C

Ensayos de evolucién de flora nativa del jugo procesado con luz UV-C

3.2. Sistemas

Para los estudios de inactivacion microbiana se utilizaron sistemas modelo y
alimentos liquidos de diferentes caracteristicas. 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 solucién estéril de

icido citrico (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
sélidos solubles ~ 11,8 - 12,3 “Brix. Este jugo esterilizado fue seleccionado ya que
no contenia ningan tipo de inhibidores microbianos.

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

y almacenado a -18 *C hasta su posterior utilizacion.

Tanto los jugos esterilizados como las manzanas para la obtencian del jugo integral

fresco fueron adquiridos en el mercado local durante los meses de marzo a enero. Las
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manzanas y jugos fueron almacenados en reftigeracion antes de 13 realizacion de los

diferentes ensayos

3.3. Medios de cultivo

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

crecimiento 6 recuento de diferentes microorganismos. La composicién de cada uno de

los medios de cultivo se detalla 3 continuacion:

iw

Agar Tripteing Soja (ATS-E) (Laboratotios Britania, Buenos Aites, Argenting),
composicién (g/L): tripteina 15; peptona de soja 5; cloruro de sodio 5; agar 15;
extracto de levadura 6; pH del medio preparado: 7,3 + 0,2.

Caldo Tripteina Soja (CTS-E) (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina)
composicion (g/L): tripteina 17; peptona de soja 3; cloruro de sodio 5; fosfato di
potasico 2,5; glucosa 2,5; extracto de levadura 6; pH del medio preparado: 7,3 +
0,2.

Agua Peptona bufereada (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina)
composicion (¢/L): peptona 10; cloruro de sodio 5; fosfato di sodico 3,5; fosfato
monopotisico 1,5; pH del medio preparado: 7,2 + 0,2.

Agar de Recuento en Placa (APC) (Merck, Darmstadt, Alemania) composicion
(g/1): peptona de caseina 5; extracto de levadura 2,5; D(+) glucosa 1; agar-agar 14;
pH del medio preparado: 7,0 + 0,2.

Agar Sabouraud (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argenting) composicion
(g/L): peptona de carne 5,0; peptona de caseina 5,0; D (f) dextrosa 40,0; Adar
15,0; pH del medio preparado: 5,6 + O,1.



«  Extracto de levadura (Laboratorios Britania, Argentina)

3.4. Microorganismos

Para la realizacion del estudio se utilizaron cultivos de los siguientes
microorganismos de coleccion provistos por Medica-Tec SRL, Argentina:
Bacterias: Escherichia coli ATCC 35218; Escherichia coli ATCC 25922;  Escherichia coli
ATCC 8738; Escherichia colif ATCC 11229 y Listeria innocuz ATCC 33090 . Las mismas se
sembraron en estrias de ATS-E y se incubaron a 37°C por 24 h, almacenando luego las
esttias a 4 °C para su posterior utilizacion.
Levaduras: Gandida parapsilosis ATCC 22019 Zygosaccharomyces bailii NRRL 7256;
Zygosaccharomyces rouxii ATCC 52519: Picchia anomala NRRL 3668y Saccharomyces
cerevisiae KE 162. Las mismas se sembraron en estrias de Agar Sabouraud y se incubaron a

27°C por 24 h, almacenando luego las estrias 3 4 °C para su posterior utilizacion.

3.5. Preparacion de los indculos

3.5.1. Inoculos simples

Los indculos simples se prepararon transfiriendo una ansada de una estria de
cultivo fresco a un erlenmeyer conteniendo 20 mL de CTS-E e incubando a 37 °C en el
350 de las bacterias; & 20 mL de caldo Sabouraud enriquecido con 0,6% extracto de
fevadura e incubando 3 27°C, en el caso de levaduras . Todos los indculos se incubaron
en agitacion mediante el uso de un agitador orbital (Edmund Biihler Modelo KM 2,
Darmstadt Alemania) durante 24 h  de manera de obtener un cultivo en fase
estacionaria. Alcanzado este periodo de incubacién, se obtuvo un inéculo con una

concentracion aproximada de ~ 10 UFC/mL. De cada i noculo se tomaron 5 mL y se
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colocaron en 500mL del medio utilizado en cada experiencia  (jugo 6 sistema modelo)
justo antes del tratamiento, iniciando la irradiacion UV-C con una concentracién

microbiana aproximada de ~ 10¢ -107 UFC/mL.

3.5.2. Inéculos mixtos

Para la utilizacion de cocteles, se prepararon los inéculos individuales para cada
cepa a utilizar tal como se describié en el apartado anterior. Antes de |3 realizacion de
cada experiencia de irradiacion con luz UV-C, se tomaron alicuotas idénticas de cada uno
de los inéculos individuales, se mezclaron en un erlenmeyer de 50 mL junto con 5-6 mL
de agua peptonada estéril. Se mezclé mediante un vortex durante 15 sequndos e
inmediatamente se procedio a la realizacion de la experiencia. Se utilizaron cocteles de a)
distintas cepas de £ coli y b) diferentes levaduras. Para el caso a) se utilizé, con fines de
comparacién, un inéculo simple de Escherichia coli ATCC 35218 y para el caso b) el

inéculo simple elegido fue Saccharomyces cerevisize KE 162..

3.6. Obtencién de jugo manzana integral para los ensayos de reto microbiano

Se utilizaron manzanas sanas, maduras, de variedad Golden adquiridas en el
mercado local. Se seleccioné dicha variedad ya que la misma permitia una correcta
manipulacién y procesamiento, minimizando el deterioro de la fruta. Las manzanas se
quardaron en refrigeracién (~ 4°C) hasta su conveniente utilizacion. El jugo fue
exprimido bajo condiciones asépticas en una cabina de biosequridad clase Il tipo A/B3
(Nuaire Inc., Plymouth, MN, USA), utilizando manzanas previamente sanitizadas y un
extractor de jugos de tipo hogarefio (400 watts; 1 Litro; Black and Decker, modelo JE
1500, China) (Figuras 3.1y 3.2).

Para el proceso de sanitizacién, todas las manzanas se cepillaron y se lavaron con
aqua y detergente, se dejaron en agua con hipoclorito de sodio al 1% durante 20 minutos

y se enjuagaron con aqua destilada. A continuacion, las mismas se secaron con papel
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absorbente embebido con alcohol y se dejaron en la cabina de biosequridad durante 20
minutos bajo 13 luz UV-C para terminar el proceso de desinfeccién y secado superficial
(Figuras 3.1 y 3.2). El mismo procedimiento se siguié para la sanitizacion de todos los
utensilios que se utilizaron durante el proceso de obtencién del jugo, incluidas I3 partes
méviles del extractor de jugos.

Las manzanas sanitizadas se pelaron, cortaron, y se procesaron en el extractor de
jugos dentro de la cabina de bioseqguridad. El jugo asi obtenido se filtré utilizando gasa
estéril y recogiendo el filtrado en envases de vidrio estériles de 500 mL de capacidad. A
continuacién, se centrifugdé a 1200 rpm durante 10 minutos (centrifuga Rolco, modelo
AMC 3550, Buenos Aires, Argentina) con el fin de disminuir la cantidad de pulpa y asi
evitar la precipitacién por accién enzimitica afectando la calidad del jugo. El pH del jugo
se ajustd 3 3,0 (+/- 0,2) con solucién estéril de acido citrico (50% p/p). Posteriormente,
el mismo se almacend en frascos estériles color caramelo (500 mL) a -18 “C. Antes de I3
realizacion de cada experiencia los mismos eran descongelados durante

aproximadamente 15 minutos a bafio Maria en agua a ~ 50 °C.

3.7. Obtencién de jugo de manzana para el estudio de la flora nativa

Para el estudio de evolucion de flora nativa se siquieron las condiciones habituales
bajo las cuales se obtiene el jugo 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 biosequridad. Dada la baja carga microbiana obtenida en los
controles de calidad sanitaria del jugo (recuento de microorganismos aerobios totales en
agar PCA, no se muestran resultados), se decidié procesar manzanas sobremaduras apenas
lavadas con el fin de aumentar |3 carga microbiana en el jugo y as evaluar la efectividad
del proceso de irradiacién con luz UV-C en el caso de una contaminacién mas elevada de
lo habitual. El jugo asi obtenido se filtré y se centrifugé iqual que el item anterior
utilizindose inmediatamente después de su obtencion con fin de no alterar

cuantitativamente los microorganismos de la flora contaminante.
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Figura 3.1. Procedimiento realizado para la satizacién de la fruta
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Figura 3.2. Manzanas, extractor de jugos y utensilios en proceso de sanitizacion en cabina

de sequridad previo a la extraccion del jugo.




3.8. Caractetizacion fisco-quimica de los jugos utilizados

3.8.1. Determinacién de pH y sélidos solubles

El pH de los jugos de manzana se midié utilizando un pHmetro PerpHect pH/ISE
modelo 310 (Orion Research Inc., Beverly, USA).

La concentracion de solidos solubles (° Brix) se determiné utilizando un
refractémetro digital PR-101 Palette (ATAGO Co. LTD, Japon). Todas las mediciones se

realizaron por triplicado.

3.8.2. Determinacién del coeficiente de absortividad de los jugos utilizados

Uno de los pardmetros que influye en la efectividad de | irradiacion con Luz UV-
C es el coeficiente de absortividad (ver apartado 1.6.1.5), el cual se determiné para los
jugos utilizados en este estudio (comercial y fresco).

Para la determinacién de dicho coeficiente se prepararon distintas diluciones del
alimento en aqua destilada en el rango de 0,1% v/v a 1% v/v y se midi6 la absorbancia a
254 nm en cubetas de cuarzo de un 1 cm de camino o&ptico utilizando un
espectrofotémetro (Hewlet Packard 8453, Hanover, Alemania).

Se graficaron Las absorbancias correspondientes a las diluciones de cada alimento
en funcién de la concentracién. La pendiente de [a recta obtenida define el coeficiente de

absortividad del alimento.

3.9. Equipo de irradiacion 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 consté de una ldmpara (Figuras 3.3y 3.4) de luz en el rango germicida (254 nm,

UV, Lux SOW/G50 TO , Phillips) de baja presién de mercutio colocada dentro de una



camisa vidriada con entrada y salida del sistema a tratar y sellada en sus extremos a la
lampara UV mediante el uso o-ringsy resina de contacto. La entrada y salida de la camisa
vidriada descargaban mediante mangueras flexibles autoclavables (Cole-Parmer,
Masterflex, L/S 24, Illinois, USA)en un vaso de doble camisa de 800 mL de capacidad,
conectado a un bafo termostatico (HAAKE, Mess-Technik, Karlsruhe, Alemania).

El espacio anular libre entre la ldmpara UV y la camisa se constituyé como
“reactor” (camara de irradiacion). La longitud del reactor era 0,87m con un didmetro
interno (pared de la [ampara) de 0,024 m, mientras que el didmetro externo (camisa de
vidrio) era 0,031 m. El volumen del reactor UV-C se calculé segdn:

V=1 L (3.1)
donde r = radio del espacio anular en el reactor (Figura 3.3) ; L= longitud del reactor ; n=
31416 . Debido a posibles impetfecciones en el disefio del reactor, este pardmetro se
verificé experimentalmente midiendo el volumen de liquido en la lampara descargado en

probeta calibrada.

310. Tratamiento de irradiaciéon con Luz UV-C

Antes de la realizacion de cada experiencia, la ldmpara UV-C del reactor se
encendid durante 15 minutos con el propésito de esterilizar el mismo. Para la sanitizacion
del area de trabajo se siguieron los protocolos convencionales de higienizacion de la
cabina en donde se encontraba el equipo asi como también de la zona circundante a la
zona de toma de muestra. Posteriormente, 500 mL de medio a irradiar (jugo 6 sistema
modelo) se colocaron en el recipiente estéril de doble camisa, poniendo en

funcionamiento la bomba peristaltica que alimentaba al reactor utilizando mangueras



Figura 3.3 Fsquema del equipo utilizado: Detalle del reactor
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Figura 3.4. Detalle del reactor con limpara UV-C en camisa (3) y de la bomba peristiltica

utilizada para forzar | circulacién por el reactor (b) .
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estériles especiales (Cole-Parmer, Masterflex, L/S 24, Illlinois , USA) estableciéndose un
flujo de 1 L/min (ver Figura 3.5).Para medir la velocidad de flujo se alimenté el reactor
con agua estéril y se midio el tiempo necesario para llenar una probeta de 100 mL. La
medicién se realizé por quintuplicado. El flujo y la temperatura de operacion se
seleccionaron segdin lo descripto en el apartado 4.2 referido a la optimizacién del equipo.
El vaso de doble camisa estaba conectado a un bafio termostiatico (HAAKE, modelo
Mess-Technik, Katlsruhe, Alemania) con el propésito de mantener una temperatura
constante en el interior del vaso de 28 + 1°C. Los sistemas estuvieron siempre agitados
desde el comienzo de cada experiencia, mediante la utilizacién de un agitador magnético
(Decalab SRL, Argentina).

Una vez estabilizado el flujo, se encendié la limpara durante 5 minutos, luego se
incorporaron 5 mL de inéculo microbiano simple 6 en coctel tomandose muestras de
sistema a intervalos de tiempo requlares durante un tiempo total de 15Sminutos. Todas las
alicuotas se mantuvieron en agua con hielo hasta su posterior recuento. Las experiencias

se evaluaron por triplicado para cada condicion ensayada.

311. Enumeracion de microorganismos sobrevivientes

Se realizaron los recuentos microbianos mediante las técnicas de diluciéon seriada
con siembra en superficie (por duplicado). Se utilizaron placas conteniendo agar ATS-E 6
Sabouraud sequn se utilizaran bacterias & levaduras, respectivamente. A tiempos de
tratamiento prolongados (t > 10 minutos) se utilizé la técnica de siembra en profundidad
tomando 16 2 mL de sistema debido a la baja concentracion de microorganismos viables
en los dltimos minutos del experimento. Se contaron las placas que tenian entre 30-300
colonias tras incubacién a 27°C (levaduras) 6 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 horas y en Agar YGC a 27°C por 5 dfas.



Figura 3.5~ Equipamiento utilizado para los ensayos de irradiacion
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El recuento de colonias se realizé con un contador automiatico (COMECTA S.A.,

Barcelona, Espafa).

3.12. Representacién grifica de las curvas de supervivencia

Las curvas de supetvivencia se generaron a partir de la informacién experimental
para cada condicién ensayada, por medio de la representacion grafica del logaritmo de la
razdn entre el namero de microorganismos sobrevivientes, Ny el nimero inicial de

microorganismos, No (Log (N/Np)) en funcién del tiempo de tratamiento (9.

3.13. Modelado matematico

Se realiz6 el modelado matemitico de las curvas de inactivacion de los diferentes
microordanismos  utilizando el modelo primario de distribucién de frecuencias de
resistencias tipo Weibull (ver apartado 1.7.1). Se calcularon los parametros b y n
caracteristicos y a partir de los mismos se obtuvieron las correspondientes distribuciones
de frecuencias de resistencias y sus estadisticos asociados (media; moda; varianza y sesqo).

La validacién interna del modelo se realizé mediante anjlisis de varianza para
regresion no lineal y se aplicaron los siguientes tests:

o Test F para la regresion completa
o Calculo del coeficiente de determinacién corregido por grados de libertad
del sistema (R aj).
e Anilisis de residuales por métodos graficos
Todos los pardmetros y tests analizados se describen en el Apéndice de
Procedimientos Estadisticos. El modelado se realizé utilizando el paquete estadistico

Statgraphics Plus for Windows 3.0° (Statistical Graphics Corp., USA).



3.14. Estudios de almacenamiento

Se sigui6 la evolucion de la carga microbiana de las muestras de jugo comercial
que  fueron inoculadas con los microorqanismos Escherichia coli ATTC 35218,
Saccharomyces cerevisize KE 162 y un coctel de levaduras compuesto por Saccharomyces
cerevisige KE 162, Candids parapsilosis ATCC 22019, Picchia anomala NRRL 3668,
Zygosaccharomyces bailii NRRI 7256 y Zygosiccharomyces rouxii 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 jugo inoculado vy tratado y se rotularon y almacenaron en
refrigeracion (4°C) durante 7-10 dfas. A cada tiempo de muestreo durante el periodo de
almacenamiento se realizé el recuento de microorganismos (por duplicado de sistema y
por duplicado de muestra) para el jugo inoculado e irradiado. Los resultados se expresaron

como Log (N) en funcién del tiempo.

315 Evolucién de la flora nativa de los jugos itradiados con luz UV-C

Se estudio la flora nativa durante el almacenamiento refrigerado del jugo de
manzana. Para ello se obtuvo el jugo segiin la metodologia detallada en el apartado 3.7
con la variante de que el procedimiento no se realizé 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 almacené jugo fresco exprimido sin
ningdn tratamiento previo; por otro lado jugo obtenido con la misma metodologia se
tratd durante 15 minutos con luz UV-C y en continuacién se procedié en su
almacenamiento.

Los jugos se almacenaron en frascos de 20 mL a 4°C. A intervalos de tiempo
requlares (24-72 hs) se tomaron dos frascos de cada condicion y se realizaron los

siguientes recuentos:
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e Microorganismos aerobios: plaqueo en Agar APC e incubacion a 37°C por 72 hs.
e Hongosy levaduras: plaqueo en Agar YGC e incubacién a 25°C por 5 dias.

Se graﬁcaron las correspondientes cutvas de supervivencia.

3.16. Determinacién de |3 dosis de radiacion UV-C

Es posible utilizar la actinometria para estimar la cantidad energia disponible en

una exposicién del alimento a radiacion UV-C. La actinometria es la cuantificacion de la
enetgia de la luz UV 3 través de la generacion de reacciones fotoquimicas a partir de
diversos actinémetros quimicos .
Para determinar la intensidad de la radiacion emitida, se utilizé el par actinométrico
ioduro-iodato (Rhan, 1999) pero dicho procedimiento debié ser optimizado para
tratamiento de muestras en flujo continuo dado que originalmente est3 disefiado para
sistemas estancos. A continuacion se describe el procedimiento realizado.

La determinacion se realizé utilizando una solucién preparada con buffer borato
0,01M (pH 9,25) a la que se le agregé iodato de potasio O,1 M y ioduro de potasio 0,6
M. Las diferentes dosis UV-C aplicadas se obtuvieron por variacion del tiempo de
exposicion de la muestra. Para cada tiempo se cargé el equipo descripto en apartado 3.9
con la solucién (= 220 mL) utilizando una bomba peristiltica (Cole-Parmer, Masterflex
modelo 7518-12, lllinois, USA), se mantuvo expuesto a la radiacién UV-C por el tiempo
estipulado (O, 1, 2, 4 y 5 min) y finalmente se descargé y se tomé una muestra (20 mL)
del liquido irradiado, previamente se descartaron los primeros 100 mL de solucion (punto
medio de la lampara).

La absorbancia de las muestras se midié en un espectrofotémetro (Hewlett
Packard 8453,Hanover, Alemania) a 352 nm. Dicha cuantificacién se llevé a cabo

mediante las siguientes expresiones:



Actinémetro loduro-lodato :

8 KI + KIOs + 3 H20 + hv —>— 3I3- + 6 OH- + 9 K+ (3.2)

Lambert-Beer:

Absasy - £.b.C (3.3)
Moles 5= Absssa x V(1) con g: 26.400 M-'.cm-'
S.b b: il cm
N° Einstein (fotones absorbidos)= Mol |5 (3.4)
QY
siendo
QY= umbral quantum = 0,75 [1+0,02(T- 20,7)(1+0,23(C-0,577)] (3.5)

con  T=temperatura ("C) y C= concentracién de ioduro

Entonces,

E ())=4.72x 10> (J/einstein) . N° einstein (3.6)

A partir de las absorbancias obtenidas a 352 nm a los distintos tiempos de
tratamiento, se utilizo el principio de Lambert-Beer (3.3) para calcular los moles de
triioduro formados (ls7). Obtenido este dato, se calcularon los ndmeros de fotones
absorbidos o namero Einstein (3.4) y el valor del umbral quantum (3.5) para la
concentracién de ioduro y la temperatura de la experiencia. La concentracién de loduro
se calcula midiendo su absorbancia a 300nm, utilizando la ecuacién de Lambert-Beer
(3.3) y el correspondiente coeficiente de absortividad (e = 1,061 M-".cm-"). A partir de
ecuacion 3.6 se calculé la energia recibida por la muestra expuesta a la irradiacion UV-C a
cada tiempo de tratamiento. Se graficaron los distintos valores de energia en funcién de
los correspondientes tiempos de exposicion. Al multiplicar la pendiente de la curva

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



unidades de energia. Dicha energia corresponde a |a emitida a partir del Grea caracteristics a
la cual se expuso la muestra. La misma se expresé por unidad de drea ( J/m?).

A partir de los datos obtenidos se establece como tiempo final, el dltimo tiempo
para el cudl la relacién energia-tiempo presenta un comportamiento lineal. A
continuacién, a partir de los datos de la ecuacion que caracteriza la curva obtenida se
extrapolan los resultados para el tiempo de interés (tiempo de tratamiento). El tiempo en
el cual su relacién con la energia deja de ser lineal depende de la potencia de la lampara y
el area de exposicion del reactor (Rhan, 1997) .

Los resultados de las mediciones actinométricas se verificaron utilizando un
radidmetro (Melles Griot, modelo 13 PEM 001, Colorado USA). Para realizar la medicion
se tuvo que quitar |3 tapa protectora de la [dmpara de UV-C tomando medidas adicionales
de sequridad para la proteccion del operador. Se encendio la lampara durante 15 minutos
con fin de que alcance la maxima potencia. Posteriormente, la misma se apagé y se
colocé el sensor en contacto con ella, y la misma se encendié nuevamente. En la pantalla
del radiometro se leys el valor de la potencia (mWatt). Al mantenerse constante el valor
de potencia expuesto por el radiometro se finalizé la medicion. El sensor del radiometro
se ajusté a minima distancia de la lampara del equipo, intentando de este modo que la
medicin sea represntativa de la potencia que recibe a muestra al circular por el tubo de

irradiacion.



«63-



4.1. Caracterizacién fisco-quimica de los jugos utilizados

4.1.1. Determinacién de pH y sélidos solubles

El pH de los jugos de manzana comerciales utilizados (TROPICANA) fue de 3,0
- 3,2. Dado que hubo solamente pequefias variaciones este tipo de jugo no se procedié
en ajuste del pH.

En el jugo de manzana integral-exprimido el pH oscil6 entre 3,4-3,7 y se ajusto a
pH 3,0 +/- 0,2 segin lo descripto en el apartado 3.6.

La concentracion de sélidos solubles (° Brix) para el jugo comercial fue 11-12,3
mientras que para el jugo integral fresco fue de 13,1-13,6. En ningin caso se procedié 3

ajuste de sélidos solubles.

4.1.2. Determinacién del coeficiente de absortividad de los jugos utilizados

Uno de los parametros que influye en la efectividad del procesamiento con luz UV-
C es el coeficiente de absortividad del sistema irradiado. Asi, por ejemplo, Oteiza (2007)
determind que los coeficientes de absortividad de jugos de manzana, naranja y multifruta
mantuvieron una relacién lineal con los tiempos de reduccion decimal, D, obtenidos para
distintas cepas de £.coli tras su exposicion a luz UV-C. En este estudio se determiné el
coeficiente de absortividad del jugo exprimido integral (JMI) y el jugo comercial
clarificado (JMQ). Una descripcién mas detallada de las diferencias de los dos tipos de jugo
de manzana y su elaboracién se encuentra en los apartados 1.3.1y 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).

Los coeficientes de absortividad obtenidos a partir de la pendiente correspondiente a
la estimacion lineal entre la concentracién 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 absorbancia en funcién de la concentracién para jugo de manzana exprimido-

integral (UMI) y jugo de manzana comercial clarificado (JMQ)
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Tabla 4.1. Coeficientes de absortividad obtenidos para jugo 6 sidra de manzana de diversas
fuentes. En este estudio, JMC = jugo de manzana comercial dlarificado, IMI= jugo de
manzana exprimido integral.

Jugo/sidra Absortividad (cm™) Fuente
JMC 0,132 este trabajo
JMI 0,137 este trabajo
Sidra de manzana
*Yakima® 0,210
Sidra de manzana, fresca,
Placeville, CA Q.28
Sidr? d§ ma‘nfana 0570
Zeiget”s
Sidra de manzana “Tastee" 0,980 Koutchma y col, 2004
Sidra de manzana
de Geneva, NY 0,093
Newcomerstown, OH
Jugo de manzana
darificado Q090
Jugo de manzana “GMS” 0,198
Jugo de manzana, .
*Baggio” 0,071 Oteiza, 2007




No se observaron diferencias de significacion entre los coeficientes de absortividad
calculados para ambos jugos si bien ambos tenian un aspecto bien diferenciado. Los
valores obtenidos se encuentran dentro del rango reportado por Koutchma 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™' para distintos jugos de manzana mientras
que para sidra de manzana (de caractetisticas similares al jugo exprimido integral)

informé valores que vatigron entre 0,093-0,970 cm™'.

4.2. Optimizacién del equipo de irradiacién UV-C

El equipo de irradiacion con luz UV-C para tratamiento de sistemas liquidos se
construyé especialmente para la realizacién de este estudio tal como se describe en el
apartado 3.9. Con vistas a que el proceso de irradiacion con luz UV-C sea un proceso frio
se eligié una temperatura de operacién inferior a 30°C. Por lo tanto se utilizé el vaso
doble camisa conectado con el bafio termostatico (ver apartado 3.9). La temperatura del
bafio se fij6 a los 25°C mientras que la temperatura del sistema al salir y al entrar en la
cdmara de irradiacion se mantuvo constante de 28°C +/- 1°C. La medicion se realizé en el
recipiente de recirculacion (es decir el vaso de doble camisa termostatizado) mediante un
termometro de mercurio externo, medida que concordé con lo expuesto en la pantalla
del bafo termostatico.

La velocidad de alimentacién de la bomba fue requlada por un controlador de
velocidades manual correspondiendo a una posicion intermedia entre los puntos medio y
maximo del requlador. Este flujo fue el maximo consequido por la bomba para el cual el
sistema de mangueras se mantenia estable y no se producia salpicacion durante el
procesamiento. Dado que con la bomba peristaltica disponible no se podia consequir flujo

turbulento en Gnica pasada se optd por trabajar con un caudal de 1 L/minuto.

Se calculé el ndmero de Reynolds correspondiente para el jugo de manzana segan:

oy



Re=gl£ 4.1)

m
a partir de las propiedades fisicas del jugo de manzana (12,5 “Brix; 28°C): p= densidad
(1046 Kg/m?3) y p=viscosidad (1,39 mPa.s) (Alvarado,1993) y de las variables de proceso,
velocidad media del flujo (v) y didmetro D = 0,007 m. La velocidad media del flujo
(b=0,055 m/s) se calculé seqin la siguiente ecuacion:

v= Fv/A (4.2)
Donde Fv el caudal de alimentacién (Fv =1 L/min) y A, el drea anular del reactor (m?)

calculado a partir de la ecuacién (4.3):
A= T/4" De®- /4" Dintz (4.3)

iqual 3 0,000302225 m? . Dicho valor de Reynolds correspondié 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 kg/m3y viscosidad p=1 mPa.s) e identicas variables de
proceso fue 385. En ambos casos el flujo con el que se trabajo correspondié a flujo
laminar.

Dado que el volumen del reactor calculado segin la ecuacién 3.1 (V= 0,26 L) fue
algo mayor que el volumen real calculado, se asumié para los calculos el valor de volumen
medido teniendo en cuenta posibles impetfecciones que pudiera tener la camisa vidriada
en cuanto 3 su didgmetro interno. Siendo el volumen real medido del reactor UV-C de
0,22 L (ver apartado 3.9) y el caudal de alimentacion (Fv) de 1 L/minuto, el tiempo de
residencia (t) dentro de la cdmara de irradiacién del jugo correspondio a:

‘t=ﬁ=0,22min=l3,2s (4.4)
Fv .

siendo Vr= volumen del reactor

Una velocidad de flujo elevada correspondiente a un régimen turbulento (Re »
2100) ayuda a la optimizacion del proceso dado que aumenta la posibilidad de que todos
los elementos de volumen sean expuestos a la radiacion UV-C. Sin embargo, también

disminuye el tiempo de residencia de dichos elementos de volumen. Dado que, segin el



disefio de este equipo se operaba con un modelo de recirculacién y no de Gnica pasada,
los elementos de volumen eran expuestos reiteradas veces a |3 irradiacion UV-C, hecho
que permitié |3 utilizacion de una velocidad de flujo correspondiente a flujo laminar y no

flujo turbulento tal como fue establecido para equipos de dnica pasada (FDA, 2000).

4.3. Determinacion de la dosis de radiacion UV-C

Con el propésito de determinar la intensidad de la radiacion emitida, se utilizé el
par actinométrico ioduro-iodato (Rhan, 1999) siguiendo el procedimiento descripto en
el apartado 3.16. El actinémetro ioduro-iodato resulté efectivo y reproducible para I
determinacién de las dosis de luz UV-C aplicadas durante el tratamiento. Las dosis de
irradiacion UV-C aplicadas variaron segiin los diferentes tiempos de exposicion. Las
absorbancias obtenidas junto con los correspondientes valores de concentracion de
triioduro (I57) y de energia calculados segan las ecuaciones 3.3 3 3.6 se presentan en la
Tabla 4.2a.

A partir de 4 minutos de irradiacion la relacion energia- tiempo dej6 de ser lineal
y no fue posible utilizar posteriores valores de absorbancia debido a que el sistema estaba
saturado y sin posibilidad de generar mas moles de triioduro.En la Figura 4.2.a. se muestra
la curva obtenida para los distintos tiempos de irradiacién con luz UV-C en el rango 0-4
minutos y la ecuacién que caractetiza la relacién energia-tiempo para la zona lineal (0-4
minutos) a partir de la cual se calculé |a energia correspondiente a los distintos tiempos de

tratamiento. Para un tratamiento completo de 15 minutos, el valor de E (kJ) fue:

E (kJ)= 0,0609 (kJ/min) * t (min) + 0,038 (4.5)
> ECk)=09515k

Este valor este de energia se dividio por el drea de exposicion (0,06556 m?) (3rea expuesta
del tubo de mercurio del reactor) calculada segiin:

A= Pint" L (4.6)
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Pint = 27 314" Dint/2 (4.7)

siendo L= longitud del tubo (0,87m) y Pint = perimetro interno (0,07536 m)

Finalmente la energia para los 15 minutos

E (15 min)= 0,9515 kJ / 0,06556 m? = 14,5 kJ/ m?2 (4.8)

Con el propésito de verificar los resultados obtenidos mediante actinometria, se
realizé también determinacién de la dosis de UV-C empleando un radiémetro tal como
se describe en el apartado 3.16. A partir de la medicion con el radiémetro se obtuvo la
potencia de lampara iqual a 0,00122 )/s. Dicho valor se dividi6 por el 5rea del sensor del

radidometro:

0,00122)/s = 15,53)/sm? (4.9)
0,00007854 m?2

El valor obtenido a partir de la ecuacion 4.9 se multiplicé por el tiempo del tratamiento

del estudio (15 min= 900 s) determinado asi el correspondiente valor de |3 dosis:
15,53 )/sm?2 "900s = 13,98 kJ)/m? (4.10)

El valor de dosis de 13,98 kJ/m2 obtenido mediante la medicién con el radiémetro fue
muy cercano al valor que se obtuvo con el sistema actinométrico ioduro-iodato (14,5
k)/m?) . Por lo tanto se asumié para el resto de este estudio un valor de dosis total de 14
k)/m2 correspondiente a 15 minutos de exposicion a la luz UV-C. En la Tabla 4.2.b se
presentan los valores de la dosis correspondientes a los distintos tiempos de exposicion a

la luz UV-C estimados por actinometria y por radiometro.



Tabla 4.2.3

Absorbancia y energia calculada segin ecuaciones 3.3 a 3.6 para el par

actinométrico loduro/lodato sometido a3 irradiacion con luz UV-C durante distintos

tiempos entre O y 4 minutos .Valores de energia calculada segin ecuacién 4.5 por

extrapolacion de la zona lineal para tiempos mayores a 4 minutos.

Tiempo o Enerqia calculada Conc I3~ Enerqia calcul
(mi:) ABISS2 fim)|  Dhueian ecua?ign 3.6 (lj) ecuacion 3.3 (M) ecua?iczn a4.5 (akd)?

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 * - - ' 0,3425

10 ' - - ) 0,647

15 ) - - ) 0,9515

*valores no determinados experimentalmente

Tabla 4.2.b Valores de dosis correspondientes a los distintos tiempos de exposicion a la luz

UV-C

Tiempo (min) Dosis( kJ/m?)3 ~ Dosis (k)/m?) ®
1 o8 | .15
T 3 186 244
3 | 280 326
[ 4 3,73 429
[ 5 4,66 | 5,22
= | _‘“‘__9“35" N ) 9,86
15 13,98 14,51

2estimada por radiémetro (ecuacion 4.10)

bestimada por actinometria (ecuaciones 3.3 3 3.6)



Figura 4.2 Ecuacién lineal que relaciona Dosis /tiempo de exposicién a partir de los

datos experimentales de absorbancia ymediante [3 aplicacién de las ecuaciones 3.3. 3
3.6.
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4.4-Fstudios de reto microbiano

Con el propésito de estudiar la inactivacién de microorganismos expuestos 3 |a
irradiacion con luz UV-C, se realizaron ensayos inoculando diferentes microorganismos
de relevancia en sistema modelo y en sistemas reales (jugos de manzana). Se emplearon
inoculos individuales (£ coli, S cerevisize & L. innocu3) y cocteles (mezclas de

diferentes cepas de £.coli 6 de levaduras) (ver apartados 3.5.1y 3.5.2).

4.4.1- Sistema modelo

4.4.11.- Curvas de inactivacién

La Figura 43.a muestra la respuesta de £ coli, S. cerevisize 'y L. innocua en
sistema modelo (agua peptona 0,1 %, pH=7) sometido a irradiacién con luz UV-C
durante 15 minutos, tiempo correspondiente 3 una dosis iqual a 14 kJ/m? segin lo
descripto en apartado 4.3.

No se observaron diferencias significativas en el patrén de inactivacién de los
distintos microorganismos inoculados. El dafio a las células microbianas comenzé desde
los primeros minutos de irradiacion. En todos los casos, las curvas de inactivacion en el
sistema modelo exhibieron una caida abrupta de aproximadamente 3 ciclos logaritmicos
en los primeros minutos de tratamiento con luz UV-C (~2,5 minutos), luego una
region de desaceleracién con menor pendiente y finalmente una etapa con baja velocidad
de inactivacién a partir de 7,5 minutos de tratamiento (Figura 4.33). En el caso de la
curva de inactivacién de £.coli'se observé ademas, un leve hombro inicial.

Este patron de inactivacion microbiana en sistemas modelo por irradiacion con luz
UV-C en flujo continuo que determina curvas con concavidad hacia arriba; presencia de
hombro en algunos casos y con cola definida ya fue comentado por otros investigadores

(Hoyer, 1998; FDA, 2000; Koutchma y col.,2004).



Lopez-Malo y col. (2005) reportaron curvas de inactivacién con similar
concavidad hacia arriba para L.monocytogenes en buffer fosfato (pH 3,5) a 35°C
utilizando un equipo de tratamiento con luz UV-C de idénticas caracteristicas al utilizado
en este estudio operando con un caudal de 0,36 L/min. Ellos observaron una curva de
inactivacién con una caida mas gradual pero alcanzando un valor similar de reducciones
logaritmicas al observado en este estudio. La ausencia de una caida marcada en los
ptimeros minutos pudiera deberse 3 que estos autores operaron con un caudal menor (Re
~ 139).

La posible presencia de un hombro (tiempo lag) en las curvas de inactivacién por
irradiacién con luz UV-C ha sido atribuido al requerimiento de superar una dosis
determinada de radiacion UV-C para producir la muerte del microorganismo, mientras
que la no linealidad de las curvas puede deberse al establecimiento de un flujo laminar , el
cual determina un perfil parabélico de velocidades, resultando en una maxima velocidad
de flujo en el centro del liquido. Dicha velocidad corresponde, en general, al doble del
valor de la velocidad promedio de los elementos de volumen (Koutchma y col., 2004).
Esta falta de mezclado produciria un efecto sombra a la luz UV-C de determinados
elementos de volumen y por lo tanto, condiciones de procesado no uniforme, hecho
que redundaria en una fraccion de la poblacién resistente, fraccién responsable de la cola
observada (Hoyer, 1998; Koutchma y col.,2004).

La Figura 4.3.b muestra la inactivacion de un coctel de £ coli (ver apartado 3.5.2)

en comparacién con la respuesta de dicho microorganismo en inéculo simple.



Figura 4.3 Cutvas de inactivacion de los distintos microorganismos inoculados en sistema

modelo sometido 3 irradiacion con luz UV-C durante 15min. (dosis mdxima 14 kJ/m?) 3

28° C

a. S cerevisize (o) ;, Ecoli(#); L. innocug (e); desviacion estandar €))
b. E coli(+); coctel de E coli(e);desviacion estandar (1)

(@)
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El coctel de cepas de £ coli produjo un patrén similar de la curva de inactivacion pero
resulté algo mas sensible al tratamiento de irradiacion que el inéculo simple. Este
comportamiento  fue observado por Schenk y col.(2008) para un coctel de L.
monocytogenes inoculado en rodajas de pera con ciscara irradiadas con luz UV-C
durante 20 minutos (dosis maxima 12 kJ/m-?) aunque un comportamiento inverso fue
observado en el caso de la inoculacién de cocteles de L. innocua en rodajas de pera con
cdscara y de L.monocytogenes & L.innocua en rodajas de pera sin c3scara, los cuales
mostraron una resistencia significativamente mayor que los correspondientes inoculos

individuales.

4.41.2 -Utilizacién de la microbiologia predictiva: Aplicacién de un modelo de

distribucién de frecuencias de resistencias Weibulliano

Dado que las cutvas presentaron desviacion de la linealidad y con el propésito de
explicar con mayor claridad las diferencias observadas en las respuestas microbianas se
utilizé el modelo de distribucion de frecuencias de resistencias Weibulliano mediante
regresion no lineal. Este modelo primario es un modelo flexible, no lineal y apropiado
para describir la inactivacién de una amplia gama de microorganismos por distintas
tecnologias de preservacion tradicionales y emergentes tales como : tratamiento térmico
(Peleg y Cole,1998; Peleg, 1999), campos eléctricos pulsados (Peleg, 1995), radiacion
(Anellis y Werkowski, 1968), altas presiones (Heinz y Knott, 1996), antimicrobianos
naturales (Corte y col, 2005; Ferrante y col, 2007) vy ultrasonido de alta intensidad
(Guerrero y col, 2005; Ferrante y col, 2007).Una descripcion mas detallada del modelo y

sus fundamentos teéricos se halla en en el correspondiente apartado 1.4.4.1.

La Figura 4.4 muestra las curvas de inactivacion predichas por el modelo, junto a
los datos experimentales. La Tabla 4.3 muestra los parametros b y n caracteristicos del
modelo aplicado para cada condicién ensayada. El modelo Weibulliano ajusté

adecuadamente a los datos experimentales, como lo demuestran los elevados valores de



R* ajustado por grados de libertad obtenidos, indicando que el modelo explicé entre el
98,0y el 99,9 % de la variacion observada en la respuesta (Log N/Np) con las condiciones
evaluadas. Asimismo, los valores del estadistico Fisher (F) para el modelo resultaron
altamente significativos (o 0,000001).

Los valores de n obtenidos sensiblemente menores 3 la unidad (0,24 < n < 0,33)
son descriptivos de curvas de inactivacion con una concavidad hacia arriba y cola marcada.
Este patron de curvas de inactivacion se ha atribuido al efecto “multiple” del UV, es decit
a la posibilidad de que una sola célula microbiana se someta a varios golpes de irradiacion
o que un dolpe Gnico de UV afecte 3 varias células (Yousef y Marth, 1988). De acuerdo
con esta teoria las células menos resistentes se inactivan al principio del tratamiento,
dejando a los mas individuos mas resistentes.

La Figura 4.5 presenta dis’tintos instrumentos graficos de validacion interna del
modelo elegido, los cuales permiten verificar la adecuacion del mismo.

El anilisis de la grifica de los valores observados en funcion de los valores
predichos por el modelo (Figura 4.5.3) mostré en todos los casos una distribucién
cercana a la linea diagonal, hecho que indica que los valores predichos resultaron muy
parecidos a aquellos obtenidos experimentalmente. En los graficos de los residuales en
funcién de los valores predichos (Figura 4.5.b) se observa, en general, para todos los
microordanismos una distribucién uniforme horizontal de los residuales en torno de los
valores predichos, hecho que indica homocedastidad como se explica detalladamente en el
apartado 6.2.3 del Apéndice Estadistico. En ningdn caso se observd forma de cono o

herradura.



Figura 4.4 Aplicacion del modelo de distribucion de frecuencias de resistencias tipo
Weibull a las curvas de inactivacion de los distintos microorganismos inoculados en
sistema modelo sometido 3 irradiacion con luz UV-C durante 15min. (dosis maxima 14
k)/m?) a28° C. (—) valores predichos; (e) datos experimentales

a. Saccharomyces cerevisize (o), Escherichia coli (), Listeria innocua (e)
b. Escherichia coli (»), Coctel de Escherichia coli(e)

(@)
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TABLA 4.3 Pardmetros correspondientes al modelo de distribucion de frecuencias de

resistencias tipo Weibull, para el comportamiento de los distintos microorganismos

inoculados en sistema modelo sometido a itradiacion con luz UV-C durante 15min.

(dosis maxima 14 kJ/m?) 328" C.

E.coli

Coctel de
E.colf

S.cerevisige

L.innocua

2,09

2,66

1,97

2,21

0,30

0,24

0,33

0,25

97.9

98,7

99.1

99.3

716

1870

2525

1387

<0,000001

<0,000001

<0,000001

<0,000001
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valores observados

residuos

Figura 4.5 Validacion interna del modelo propuesto que relaciona el nimero de

reducciones logaritmicas microbianas en sistema modelo sometido 3 irradiacion con luz

UV-C durante 15min ( dosis maxima 14 kJ/m?2)a 28°C.
a. Valores observados versus valores predichos por el modelo propuesto

b. Residuales versus valores predichos por el modelo propuesto
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.....Figura 4.5 (continuacion)
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A partir de los valores obtenidos para los parametros Ay n, se graficaron las
distribuciones de frecuencias de resistencias de los distintos microorganismos ensistema
modelo (Figura 4.6). La Tabla 4.4 exhibe, de modo complementario, los estadisticos que
[as caracterizan, calculados utilizando las ecuaciones 110 -1.13 presentes en el apartado
1.8.1.

Las distribuciones de frecuencias de resistencias obtenidas para |3 inactivacion de
E.coli; . cerevisizey L. innocug en sistema modelo resultaron muy similares, no pudiendo
establecerse diferencias significativas en el patrén de muerte de las poblaciones
microbianas utilizadas (Figura 4.6a). Las mismas no muestran frecuencia maxima y por
lo tanto, carecen de moda. Este perfil de las curvas de frecuencias de resistencias estaria
asociado a una mayoria de indiviquos que se destruye a un tiempo muy temprano
dejando a una fraccién de individuos de variada resistencia durante el tratamiento (Peleg y
Cole, 1998). La variada sensibilidad podria atribuirse, tal como se mencioné
anteriormente, a un efecto sombra de algunos elementos de volumen y a una
distribucién no homogénea de la radiacién UV-C debido al establecimiento de un flujo
laminar. Dado que el tratamiento propuesto considera maltiples pasadas, los elementos
de volumen expuestos y no expuestos se mezclan a cada instante, observandose
distribuciones de frecuencias, en promedio, marcadamente sesqadas hacia derecha (hecho
demostrado por los elevados coeficientes de sesgo obtenidos) formando una notable
cola, hecho que redunda en elevados valores de varianza debido a una amplia distribucion
de tiempos de muerte (Peleg y Cole, 1998). |

Resulta interesante resaltar que en el caso de la utilizacion del coctel de £coli la
distribucién de frecuencias de resistencias del coctel fue mas estrecha y sesqada que la
obtenida para el inéculo simple (Figura 4.6b). Este hecho es indicativo de una  mayor
sensibilidad del coctel de £ colial tratamiento con luz UV-C, evidencidndose también por

un menor valor de la media, tc.
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Figura 4.6 Distribuciones de frecuencias de resistencias en funcién del tiempo (min),

alculadas segiin el modelo de Weibull para la inactivacion de los distintos

mictoorganismos inoculados en sistema modelo sometido 3 irradiacion con luz UV-C

durante 15 min. (dosis maxima 14 kJ/m?) 3 28°C
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Tabla 4.3 Anilisis estadistico de las curvas de distribucion de frecuencia de la inactivacion

de los distintos microorganismos inoculados en sistema modelo sometido a irradiacion

con luz UV-C durante 15min. (dosis maxima 14 kJ/m?2) 3 28°C.

E.coli

Céctel de
E. coli

S.cerevisige

L. innocug

0.8

0,5

0.8

1.1

26

76

19

17

27

12

83




4.4.2 - Sistema modelo acidificado

En esta etapa se quiso evaluar las respuestas individuales de £ coliy S. cerevisize
en sistema modelo con pH ajustado al valor correspondiente a jugo de manzana con el
propésito de evaluar su influencia (ver apartado 3.2). El sistema modelo acidificado e
inoculado fue procesado en flujo continuo con el equipo de irradiacion UV-C, tal como

se describe detalladamente en los apartados 3. 5.1; y 3.10

4.4.2.1.- Curvas de inactivacion

La Figura 4.7 muestra las curvas de inactivacion promedio en funcién del tiempo
de £ coliy S. cerevisize en sistema modelo (agua peptonada al 0,1%) con pH 3,0y con la
aplicacién de luz UV-C. Con el propésito de comparacién se exhiben conjuntamente las
correspondientes curvas de inactivacion en sistema modelo con pH sin ajustar (pH=
7,02). Cabe destacar que tanto para tanto S. cerevisize como E. coli la disminucién del
pH del medio por si sola no fue significativa reduciendo la poblacién inicial en los
sistenas con pH ajustado a 3,0 y sin irradiar (no se muestran las curvas).

Puede observarse en la Figura 4.7 un pequefio aumento en la inactivacién de
E.coli en sistema modelo pH 3,0 comparado con la inactivacién observada en sistema
modelo sin ajustar ambos sometidos a irradiacion con luz UV-C. Mientras que la cepa de
E.coly utilizada en este estudio (ver apartado 3.5) demostré levemente menos resistencia
al tratamiento en un medio acidificado  otros autores no confirman dicho
comportamiento. Koutchma y col. (2004), no observaron una diferencia significativa en
las inactivaciones obtenidas trabajando con £.coli ATCC 25253 en sistema modelo (0,13%
caramelo en buffer de dcido malico, 10°Brix) ensayando valores de pH en el rango de 3-5.

S. cerevisige (Figura 4.7.3) presenté un patrdn similar de inactivacion en ambos

medios estudiados sin definir una tendencia clara de comportamiento

%=



Figura 4.7 Curvas de inactivacion de los distintos microorganismos en sistema modelo

con 6 sin pH ajustado sometido 3 irradiacion con luz UV-C durante 15 min.(dosis mix.

14k)/m?) 328°C.
a. S cerevisize : sistema modelo pH 7,0 (e) y sistema modelo pH 3,0¢e);

desviacion estandar (1)
b. E.coli: sistema modelo pH 7,0(#) y sistema modelo pH 3,0 (e); desviacion
estandar (1)
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respecto de la influencia del pH en el medio de irradiacion. Es bien sabido que las
levaduras son mas resistentes a condiciones adversas de pH que las bacterias

(Splittstoesser, 1987).

4.4.2.2. -Aplicacion del modelo del distribucion de frecuencias tipo Weibull

Con el objeto de explicar con mayor claridad las diferencias observadas entre los
distintos tratamientos, se aplico el modelo de distribucion de frecuencias tipo Weibull. La
Figura 4.8. muestra las curvas predichas por el modelo propuesto, junto a los datos
experimentales de las curvas de inactivacion. La Tabla 4.5 muestra los pardmetros b y n
caracteristicos del mismo. El modelo se a[ustéladecuadamente a los datos experimentales
(Figura 4.8, Tabla 4.5).Los valores del coeficiente de determinacién, R? fueron del orden
de 98% y los niveles de significacion para el estadistico Fisher fueron también muy
elevados (a<,000001).

En la Figura 410, con fines de comparacién, se graficaron las distribuciones de
frecuencia de resistencias en sistema modelo y sistema modelo acidificado. Tanto £.cols
como S.cerevisize exhibieron distribuciones de frecuencias similares en los dos sistemas
modelo. La mayor eficiencia del proceso de desinfeccion UV-C en el caso de £ coli se
corrobora mediante el anlisis de la distribuciones correspondientes donde £.coli obtuvo
mayor coeficiente de sesqo, un valor de media, tc, aproximadamente 3 veces inferior que

S.cerevisigey con menor varianza de tiempos de muerte.



Figura 4.8 Aplicacion del modelo de distribucion de frecuencias de resistencias tipo
Weibull 3 las curvas de inactivacién de los distintos microorganismos en sistemas modelo
con y sin pH ajustado sometidos a irradiacion con luz UV-C durante 15min (dosis max.
14 k)/m?) 3 28°C. (—) valores predichos; () datos experimentales

a. S cerevisize: pH7,0 (o) y pH 3,0 (o); desviacion estandar (1)
b. E coli:pH7,0 () y pH 3,0 (¢); desviacion estindar (T)
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TABLA 4.5~ Parimetros correspondientes al modelo de distribucion de frecuencias de
resistencias tipo Weibull, para el comportamiento de los distintos microorganismos
inoculados en sistema modelo con pH ajustado a 3,0 y sometido a itradiacién con luz
UV-C durante 15min (dosis maxima 14 kJ/m?) 3 28°C.

E.coli 2,56 0,28 983 1059 <0,00001

S.cerevisiae 1,60 0,35 99.8 6924 <0,00001
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Residuos

valores observados

Figura 4.9. Validacion interna del modelo propuesto que relaciona el Namero de
reducciones logaritmicas de los distintos microorganismos en sistema modelo acidificado
tras el tratamiento con luz UV durante 15min (dosis max. 14 kJ/m?2)a 28° C.

a. Valores observados versus valores predichos por el modelo propuesto

b. Residuales versus valores predichos por el modelo propuesto
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Figura 4.10 Distribuciones de frecuencias de resistencias en funcién del tiempo

(minutos), calculadas seqiin el modelo de Weibull para 1a inactivacion de los distintos

microoorganismos en sistema de modelo acidificado sometido a itradiacion UV-C
durante 15 minutos (dosis max 14 kJ/m?) 3 28°C

2. Esherichiz coli

b. Saccharomyces cerevisize
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Tabla 4.6 Anilisis estadistico de las curvas de distribucién de frecuencia de la inactivacién
de de los distintos microorganismos en sistema de modelo acidificado sometido a
irradiacion UV-C durante 15 minutos (dosis max 14kJ/m?) 3 28°C

E.coli - 0.5 38 9

S.cerevisige - 13 15 24




4.4.3.~ Jugo comercial

En esta etapa se quiso evaluar las respuestas individuales de £ coli S. cerevisize y
L. innocugy de 2 cocteles: uno correspondiente a 4 cepas de £ coliy otro a 5 especies de
levaduras, en sistemas frutales reales procesados en flujo continuo con el equipo de
irradiacion UV-C, tal como se describe detalladamente en los apartados 3.5.1; 3.52 y
3.10. Por este motivo, se eligié un jugo de manzana adquirido en el mercado local
(TROPICANA, S.A, Entre Rios, Argentina), pasteutizado, clarificado, sin conservantes y
de vida atil extendida. Se determiné el pH del jugo, el cudl oscil entre 3,0y 3,3, y los

grados Brix se encontraron entre 11,8 y 12,4.

4.4.3.1.- Curvas de inactivacion

La Figura 4.11.a muestra los resultados del estudio del comportamiento de las
poblaciones individuales (S.cerevisize; L. innocuay E. col) en jugo de manzana comercial
(JMQ) procesado con luz UV-C. Las curvas presentaron, en dgeneral, una marcada
concavidad hacia arriba con un perfil de inactivacién semejante al observado en el caso de
sistema modelo (ver apartado 4.41.1) alcanzando en promedio entre 42 y 6,5
reducciones logaritmicas luego de 15 minutos de procesamiento. No se observé en
ningdn 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, £ coliy L. innocua, mostraron una inactivacion similar a
tiempos cortos de exposicion (t < 5 minutos; 4,7 kJ/m?) mientras que al aumentar la
dosis (tiempos de tratamiento mayores) la inactivacién para £ coli fue significativamente
m3s pronunciada. Esto puede explicarse 3 un posible efecto sinérgico del pH del jugo
comercial (pH~3,2) con la accién de la luz UV-C. En el caso de 5. cerevisize, se obtuvo

una inactivacién similar a las observadas en sistema modelo y sistema
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Figura 411 Curvas de inactivacion de los distintos microorganismos inoculados en
jugo comercial sometidos a irradiacién con UV-C durante 15min (dosis maxima 14

kJ/m? )a 28°C

3. S cerevisige (0), F. coli(#), L. innocug (e);desviacion estandar ¢))
b. E coli(+), cictel de E. coli();desviacién estandar (1)
C. S cerevisize(e), coctel de levaduras (); desviacion estandar (1)
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modelo acidificado. Tal como era esperado, el pH del jugo de manzana comercial no
tuvo un efecto significativo en la inactivacion de la levadura por accion de la luz UV-C.
Existe informacién limitada en bibliografia acerca de la inactivacion microbianas en
equipos de irradiacion UV-C de caractetisticas similares y en muchos de estos trabajos a
informacién es incompleta con respecto ala composicion del medio; dosis UV-C; etc.)

Guerrero-Beltran y col. (2005), estudiando la inactivacién obtenida para £ coli; S
cerevisge y L. innocua, entre otros, por accion de la luz UV-C en jugo de manzana
comercial (pH 3,75 ; 11,82° Brix), aplicando dosis de 75/450 k)/m? con flujos 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 mis resistente,
sequida por L. innocu3, cuyo nimeto de reducciones logaritmicas se acerca al obtenido
para el microorganismo mas sensible, £ coll

Lopez- Malo y col. (2001) investigando sobre el efecto de la luz UV-C en jugo de
zanahoria trabajando con equipo continuo y flujos entre 0,36-0,96 L/min reportaron
una inactivacién que superd los limites de deteccion (< 10 UFC/ mL) para las bacterias tras
tratamientos de 30 o 12 minutos (tiempos correspondientes a los distintos flujos)
mientras que para hongos y levaduras la inactivacion obtenida fue del orden de 1-1,5
ciclos logaritmicos (102 UFC/mL).

En los ensayos con jugo comercial, se trabajo también con cocteles de
microorganismos, intentando ver el comportamiento de los mismos en condiciones m3s
cercanas a las reales donde normalmente se trata de flora contaminante compuesta de
diferentes cepas de las distintas especies microbianas con las consiquientes interacciones
intra e inter-especie. Del mismo modo que en los ensayos realzados en sistema modelo
con pH sin ajustar, se utilizé un coctel de £coli (ver apartado 3.5.2) y un coctel de las
levaduras que constituyen en gran parte la flora nativa contaminante de los jugos frutales
compuesta de: Saccharomyces cerevisize, Z) ygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces
baillii; Candida parapsilosisy Picchia anomala. Las curvas obtenidas en esta matriz fueron
bastante parecidas en cuanto a su forma ( Figura 4.11.b, ¢). En ningin caso se hizo
notable la presencia de hombro mientras que en casi todas las curvas se confirmé 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 coctel de £ coli, fue levemente mas resistente que el inéculo simple
mientras que a dosis bajas el comportamiento fue inverso. Esto puede deberse a una
menor eficacia del proceso de desinfeccion UV-C debido |a heterogeneidad de |a
poblacién y a un posible aumento de |a resistencia debido a la comunicacion célula-célula
mediante autoinductores (moléculas liberadas al medio ) que puede darse dentro de una
poblacién mixta (“quorum sensing” en el habla inglesa) (Miller y Bassler, 2001; Waters y
Bassler, 2005) .

En el caso de S. cerevisze la misma fue algo mas resistente que el coctel de

levaduras (Figura 4.11c) validando el uso de la misma para estudios de flora deteriorativa.

4432 -Utilizacién de la microbiologia predictiva: Aplicacion de un modelo de

distribucién de frecuencias de resistencias Weibulliano

La Figura 4.12 muestra las curvas predichas por el modelo de Weibull, junto a los
datos experimentales de las curvas de inactivacion en JMC. La Tabla 4.7 informa los
pardmetros b y n caracteristicos del mismo. El modelo weibulliano ajusté adecuadamente
a los datos experimentales con valores del coeficiente de determinacién, R? en el rango
de 96 3 99% y niveles de significacion para el estadistico Fisher muy altos (a< 0,0001). La
aplicacion del modelo de Weibull muestra mas claramente las diferencias en la respuesta

de los microorganismos en jugo de manzana comercial JMQ).



Figura 4.12. Apliccion del modelo de distribucion de frecuencias de resistencias tipo
Weibull 3 las curvas de inactivacién de los distintos microorganismos inoculados en jugo
comercial sometido 3 radiacion UV-C durante 15 min (dosis maxima 14kJ/m?); a 28°C.

(—) valores predichos; () datos experimentales

2. S cerevisize (o), E. coli(#), L. innocua (e)
b. £ coli(#), coctel de E. coli(e)
c. S cerevisize(e), coctel de levaduras (o)
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... Figura 4.12 (continuacion)
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TABLA 4.7 Pardmetros correspondientes al modelo de distribucién de frecuencias de
resistencias tipo Weibull, para el comportamiento de los distintos microorganismos
inoculados en jugo de manzana comerdial sometidos a irradiacion con luz UV-C durante
15min (dosis maxima 14 k}/m? ) 3 28°C.

E.col 2,61 0,39 98,6 1027 <0,00001

Coctel de

: 2,34 0,29 96,6 508 0,0001
E.coli

S.cerevisize 0,89 0,58 99,0 1258 <0,00001

Coctel de

1,50 0,39 98,2 873 0,00001
levaduras

L.innocua 2,00 0,33 96,1 413 0,0001




El buen ajuste del modelo a los datos experimentales se pudo analizar también
mediante los métodos graficos de validacion interna representados en Figura 4.13
donde, para todos los microorganismos estudiados, los datos experimentales se
distribuyen cerca de la linea de regresion predicha por el modelo y los residuales se
distribuyeron en una banda homogénea en funcién de los valores predichos. En todos los
casos se obtuvieron valores de n < 1, hecho que se pone de manifiesto por I3 marcada
concavidad hacia arriba de las curvas, ya comentado en apartados anteriores. Las curvas de
inactivacién correspondientes a L. innocua y el coctel de £ coli con un quiebre mis

pronunciado en su concavidad exhibieron los valores mas bajos de n.

Los valores de los parametros b y n fueron utilizados para obtener las
distribuciones de frecuencias de resistencias correspondientes a3 los distintos
microorganismos estudiados (Figura 4.14), calculando los estadisticos asociados a cada
distribucion (Tabla 4.8).

Las distribuciones 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 sesqo y se presentan hasta el minuto 6 de
tratamiento con el propésito de una mejor comprension de las distribuciones, dado que
m3s alla de ese tiempo las curvas no presentan cambios significativos. £ coli presenté el
menor valor de media y varianza en la distribucion de tiempos de muérte indicando que la
mayor parte de la poblacion muere a una dosis muy baja (tiempo muy corto) y dejando
una muy baja proporcién de resistentes. El coctel de £ coli y L. innocua siguieron con
valores de media levemente mayores (tc = 0,6 y 0,8 min., respectivamente) presentado
distribuciones con mayor varianza en los tiempos de muerte, factor que eleva la media
obtenida. En particular, el coctel de £ coli presenté un coeficiente de sesqo muy elevado.
En este caso, si bien a dosis muy bajas [a mayor parte de la poblacion muere, deja una

fraccién de resistentes que se evidencia a tiempos mayores. Este  comportamiento
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valores observados

Figura 4.13. Validacién interna del modelo propuesto que relaciona el Niamero de

reducciones logaritmicas de los distintos microorganismos en jugo de manzana comercial

sometido a irradiacién con luz UV-C durante 15 min. (dosis maxima 14 kJ/m?) a 28° C.
a. Valores observados versus valores predichos por el modelo propuesto

b. Residuales versus valores predichos por el modelo propuesto
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..Figura 4.13 (continuacion)
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valores observados
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...Figurg 4.13 continuacion
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Figura 4.14 Distribuciones de frecuencias de resistencias calculadas segiin el modelo de
Weibull para la inactivacion de los distintos microorganismos en jugo de manzana
comerdial durante 15min (dosis maxima 14 kJ/m?) 3 28°C
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...Figura 4.14 (continuacion)
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Tabla 4.8. Anilisis estadistico de las curvas de distribucién de frecuencia de [3 inactivacién

de los distintos microorganismos inoculados en jugo comercial (pH 3,2) sometidos a

irradiacion UV-C durante 15minutos (dosis max. 14k)/m? )3 28°C.

E. coli

coctel de £
colf

5. cerevisige

Coctel de
levaduras

L. innocua

0,5

0,6

2,0

13

0.8

12

33

12

20

13

13

17

12
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esty en concordancia con lo observado en I3 correspondiente curva de inactivacion
(Figura 4.12b). 5. cerevisize presentd una distribucion con media elevada (tc=2 min) vy
con el menor sesgo. El coctel de levaduras resulté mas sensible al tratamiento que la
levadura estudiada presentando una distribucion mas sesqada y con media mas baja, hecho
que pondria de manifiesto que la mayor parte de la poblacién murié al comienzo del
tratamiento, dejando un reducido nimeto de sobrevivientes mas resistentes (Peleg y

Cole, 2000)

4.4.4~ Jugo exptimido integral OMI)

En esta etapa se estudio la respuesta de £ coli'y S. cerevisize en jugo de manzana
fresco, integral expuesto a la luz UV-C. El jugo de manzana integral (JMI) fue obtenido
en el laboratorio segin se describe detalladamente en el apartado 3.6 de Materiales y
Métodos. Se traté de un jugo turbio que quardaba parte de la pulpa de la fruta ya que no
se habia sometido a despectinizacion, similar a una sidra de manzana. El pH del este jugo
fue ajustado a 3,0 +/- 0,2 y la concentracién de sélidos solubles (° Brix) fue de 13,1-13,6.
El JMl inoculado fue procesado en flujo continuo con el equipo de irradiacion UV-C, tal

como se describe detalladamente en los apartados 3. 5.1 y 3.10

4.4.4.1.-Curvas de inactivacion

La Figura 4.15 muestra los resultados del estudio del comportamiento de las
poblaciones individuales en JMI procesado con luz UV-C. Las cutvas presentaron una
marcada concavidad hacia arriba con un petfil de inactivacion 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

S. cerevisigey E. coli, respectivamente.



Figura 4.15 Curvas de inactivacion de los distintos microorganismos en JMI sometido a
irradiacién con luz UV-C durante 15 min. (dosis mix. 14 kJ/m? )3 28°C. S.cerevisige (#),
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Tanto en el caso de 5. cerevisize como en el caso de £ coll; |a inactivacion que se
obtuvo en el sistema JMI fue inferior a las obtenidas con los demas sistemas ensayados.
Se observa una diferencia de aproximadamente 1,7 y 1,1 ciclos logaritmicos en la
inactivacion de S. cerevisiae respecto del sistema-modelo y del jugo comercial cuando se
trabaj6 con jugo exprimido integral. Es probable que la mayor complejidad del medio y
una mayor proporcién de sélidos solubles ejerzan un efecto protector y aumenten la
resistencia de esta levadura al tratamiento asi como también dichas particulas ejerzan un
efecto sombra o de dispersion de la luz UV-C (Koutchma y col.,2004).

En el caso de £.colicomo se puede observar en la Figura 4.15 el efecto protector de
la matriz del JMI fue distinto, alcanzando una inactivacién aproximadamente de 4,4
ciclos logaritmicos, valor muy cercano al obtenido en sistema modelo (4,5 reducciones
logaritmicas) y 2 ciclos logaritmicos inferior a lo obtenido en JMC.

Wright y col (2000), trabajando con itradiacion UV-C en flujo continuo con 10
cdmaras de irradiacion conectadas en setie (dosis= 0,61 kJ/m?* 1 L/min) y sidra de
manzana sin pasteurizar inoculada con una mezcla de cinco cepas distintas de £.col/ 0157:
H7 obtuvieron 3, 81 reducciones logaritmicas. Koutchma y col. (2004) estudiando el
efecto de la luz UV-C sobre £.coli K-12 en distintas sidras de manzana en un equipo de
ocho ldmparas con espacio anular de 0,08 cm, colocadas en tres camaras distintas, y una
potencia emitida por el total de las lamparas iqual a 312 W obtuvieron 1,3 reducciones
logaritmicas con tiempos de residencia de tan solo 15 sequndos y empleando flujo laminar
de 3,42 L/min.

Char y col. (2008) estudiaron la inactivacion de £ coli 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=1L/min; 30 °C; 15 min) 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 ndmero de reducciones logaritmicas (~ 1,5 ciclos log) respecto
del observado en este estudio, confirmando la influencia notable de la composicién de la
mattiz 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.~Aplicacién del modelo de distribucién de frecuencias tipo Weibull

La Figura 4.16 muestra las curvas de inactivacion predichas por el modelo, junto a
los datos experimentales. La Tabla 4.8 muestra los parametros b y n caracteristicos del
modelo aplicado para cada condicién ensayada junto alos estadisticos de la regresion (R?y
F). El modelo Weibulliano ajusté adecuadamente a los datos experimentales, con valores
de R? ajustado por grados de libertad entre el 96 y el 98 %. Asimismo, los valores del
estadistico Fisher (F) para el modelo resultaron muy significativos (a< 0,00001). Los
valores de n obtenidos fueron nuevamente sensiblemente menores a la unidad (0,35 <
n < 0,42) pero mayores a los obtenidos que en el caso de jugo comercial. Como ya se ha
mencionado en el apartado 4.4.1.2 , estos niveles de n son descriptivos de curvas de
inactivacién con una concavidad hacia arriba y cola marcada .

La Figura 4.17 presenta distintos instrumentos graficos de validacién interna del
modelo elegido, los cuales permiten verificar la adecuacién del mismo. El analisis de la
grifica de los valores observados en funcién de los valores predichos por el modelo
(Figura 4.17.2) mostrd en todos los casos una distribucién cercana a la linea diagonal,
hecho que indica que los valores predichos resultaron muy parecidos a aquellos obtenidos
experimentalmente. En los graficos de los residuales en funcién de los valores predichos
(Figura 4.17.b) se observa para ambos microorganismos una distribucion uniforme
hotizontal de los residuales en torno de los valores predichos sin formacién de cono o
herradura.

A partir de los valores obtenidos de los parametros by n se graficaron las
distribuciones de frecuencias de resistencias de £ co//'y S. cerevisige en jugo exprimido
integral (JMI) (Figura 4.18). La Tabla 4.9 exhibe, de modo complementario, los
estadisticos que las caracterizan, calculados utilizando las ecuaciones 110 -1.13 presentes
en el apartado 1.8.1.

Se obtuvieron distribuciones de frecuencias de resistencias con un patrén similar a
los obtenidos con los sistemas antes estudiados, es decir, distribuciones sin moda, sesqadas
a la derecha y con presencia de cola. El andlisis de las mismas indica la mayor eficiencia del

proceso en cuanto a la inactivacién de £ coli respecto de |3 levadura puesto en evidencia
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por la obtencion de una distribucion de frecuencias mas sesgada con menor valor de
media y menor varianza en los tiempos de muerte de la poblacion (Figura 4.18 y Tabla
4.9).

Adicionalmente y a los fines de comparacién, se graficaron las curvas de
frecuencia de los dos microorganismos en los tres sistemas de bajo pH utilizados en este
estudio (sistema modelo acidificado; JMC y JMI) (Figura 4.19). Si bien el tratamiento de
desinfeccion se extendié hasta los 15 minutos, las distribuciones de frecuencias de
resistencias se grafican hasta el minuto 6 con el propésito de una mejor comparacién y
dado que a tiempos mayores la frecuencia para cada distrbucion se mantiene
aproximadamente constante. Es interesante destacar que si bien las distribuciones de
frecuencias para ambos microorganismos siquieron la misma evolucién en el tiempo

existieron algunas diferencias.

Para ambos microorganismos, en sistema modelo acidificado, se obtuvieron curvas
mas sesqadas. Las distribuciones correspondientes a los jugos JMC y JMI fueron mas
parecidas aunque la respuesta de ambos microorganismos fue distinta en cada sistema
evaluado si bien ambos sistemas tuvieron similares coeficientes de absortividad (ver

apartado 4.1.2 ).



Figura 4.16 Aplicacion del modelo de distribucion de frecuencias de resistencias tipo
Weibull 2 las curvas de inactivacion de los distintos microorganismos en jugo de manzana
exprimido integ ral UMI) sometido 3 irradiacion con luz W-C durante 15min (dosis max.
14 ki/m? ) a 28°C. Scerevisige (o), Ecoli (e)Valores predichos (—); datos

experimentales(e).
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TABLA 4.8 Parametros cotrespondientes al modelo de distribucién de frecuencias de
resistencias tipo Weibull, para el comportamiento de los distintos microorganismos

inoculados en jugo de manzana exprimido integral (UMI) sometido a irradiacién con luz
UV-C durante 15min (dosis maxima 14 kJ/m? ) 3 28°C.

E. colf 1,76 0,35 98,1 1514  <0,000001

5. cerevisiae 1,00 0,42 95.9 364 0,000004
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valores observados

residuos

Figura 4.17. Validacion interna del modelo propuesto que relaciona el namero de
reducciones logaritmicas de los distintos microorganismos en jugo exprimido integral
(JMI) sometido a tratamiento con luz UV-C durante 15min (dosis max 14 kJ/m? ) 3 28"
C.

a. Valores observados versus valores predichos por el modelo propuesto

b. Residuales versus valores predichos por el modelo propuesto
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Figura 4.18 Distribuciones de frecuencias de resistencias calculadas segin el modelo de
Weibull para la inactivacion de Ecoliy S.cerevisize en jugo exprimido integral (UMI) a

28°C durante 15min.
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Tabla 4.9 Anilisis estadistico de las curvas de distribucién de frecuencia de la inactivacién

de de los distintos microoorganismos en jugo exptimido integral (JMI) sometido a
irradiacion UV-C durante 15 minutos (dosis max 14 kJ/m?) 3 28°C.

E.coli
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Figura 4.19. Comparacion de distribuciones de frecuencias de resistencias calculadas segiin
el modelo de Weibull y obtenidas en este estudio para la inactivacién de Ecoliy S.
cerevisige en sistema modelo pH 3,0; JMC y JMI 3 28°C durante 15min (dosis max 14

kJ/m?). 3) E coli; b) S. cerevisize
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E. coli presentd las distribuciones mas estrechas, sesgadas y con bajos valores de
media, hecho que remarca la mayor sensibilidad de la misma al tratamiento de irradiacion
con luz UV-C (Figura 4.19a vs Figura 4.19b). Podria explicarse que en estos sistemas
buena parte de la poblacién se muere a tiempos muy cortos y conforme avanza el tiempo
de tratamiento la proporcion de la poblacién remanente que muere es menor (Peleg y
Cole, 1998). Para este microorganismo, Las distribuciones correspondientes 3 JMC y JMI
se solaparon (Figura 4.19a), presentado una cola (fraccién de miembros resistentes) algo
mas pronunciada que en la distribucién correspondiente al sistema modelo pH 3,0. 5
cerevisae presentd un comportamiento similar aunque sus distribuciones presentaron
mayor varianza en los tiempos de resistencia y una cola mas pronunciada que en el caso
de £ coli, hecho que concuerda con la menor inactivacion observada en el caso de la
levadura para todos los sistemas ensayados. La distribucién de frecuencias de resistencias
correspondiente a 5. cerevisize en JMI en comparacién con JMC fue mias sesqada pero
con mayores valores de media y varianza (Figura 419 y Tablas 4.7 y 4.9) por presentar
una cola mas marcada en el tiempo, asociada a una proporcion mayor de la poblacién que

se mantiene viable,

Es sabido que la presencia de particulas en el fluido afectan notoriamente la
efectividad del tratamiento de desinfeccion por luz UV-C debido a problemas de desvio,
sombra y rebote de la luz incidente. Ademas, |a presencia de estas particulas lleva a que
exista en el medio una distribucién amplia de tiempos de residencia dado que algunas
particulas recorrerdn el reactor mas ripido que otras (Unluturk y col., 2004). Estos
hechos llevan a una distribucién no uniforme en la matriz de la dosis de luz recibida y
serfa la causa probable de la menor inactivacion observada en el caso del jugo exprimido

integral (UMI).



4.5- Evolucién de la poblacion microbiana inoculada durante el almacenamiento

tefrigerado de jugo de manzana

Ya se ha comentado de la posibilidad de fotorecuperacion celular que se puede
presentar en el almacenamiento del alimento procesado con luz UV debido a un dafio
subletal (ver apartado 1.7.1.7.) Es por ello que, con el propésito de evaluar la efectividad
del tratamiento en jugo de manzana comercial procesado con luz UV-C bajo las
condiciones de este estudio, se siquié la evolucién de la poblacion microbiana remanente
durante 7 dfas de almacenamiento en refrigeracién (~ 4 °C) analizando distintos aspectos
y siguiendo el procedimiento descripto en el apartado 3.14. El tiempo de almacenamiento
se selecciond teniendo en cuenta el desarrollo a futuro de un derivado frutal con minimo

procesamiento de corta vida atil para consumo de catering ;etc.

En primer lugar se analizé la respuesta comparada de una levadura y su coctel

simulando condiciones m3s cercanas a una contaminacion real.

Dado que en las etapas anteriores de este estudio se obtuvieron en muchos casos,
curvas de inactivacién con concavidad hacia arriba y bifasicas, con un quiebre en la
velocidad de inactivacién notorio a partir de los 5 minutos de exposicion a la luz UV-C
(ver apartados 4.4.1.1; 4.4.2.1 ; 4431y 4.4.4.1) y con pocas reducciones adicionales a
partir de este tiempo, se estudio la respuesta en el almacenamiento refrigerado de dos
poblaciones individuales (S. cerevisiaey E.coli) presentes en JMC que habia sido sometido

a dos tiempos de exposicion a luz UV-C: 5 y 15 minutos.



4.51. Poblaciones mixtas

En primer lugar, se estudid la evolucion de |a poblacion de un coctel de levaduras
(Candida parapsilosis; Zygosaccharomyces bailii;  Zygosaccharomyces rouxii; Picchii
anomala NRRLy Saccharomyces cerevisize ) y de un inéculo simple, S cerevisize en JMC
expuesto a la luz UV-C (28°C; 15min; dosis 14 kJ/m?). Como sistema control se utilizo
JMC inoculado en idénticas condiciones pero no expuesto a l3 irradiacion UV-C. La
Figura 4.19.3 muestra la evolucion de S. cerevisize y del coctel de levaduras en jugo de
manzana comercial, inoculado y procesado segin el tratamiento propuesto. La primera
parte de la escala en el eje del tiempo (la correspondiente al primer dia de
almacenamiento)exhibe la inactivacién obtenida tras la exposicion a luz UV-C mientras
que a partir del dia 1 se muestran los resultados del ensayo evolucion de la flora
remanente durante el almacenamiento del producto (~4°C). El sistema control mostré
un aumento de mas de 3 ciclos en los dos primeros dias de almacenamiento refrigerado
con signos de deterioro organoléptico evidente por lo cual fue descartado (no se muestra

la curva)

El coctel de levaduras mostré mayor sensibilidad al tratamiento de irradiacién con
luz UV-C tal como fuera comentado en el apartado 4.4.3.1. Durante los primeros dias de
almacenamiento, la poblacion del coctel de levaduras aumenté menos de un ciclo
logaritmico y luego la misma se estabilizé con una tendencia a disminuir. Por otra patte,
S. cerevisize mostré en el almacenamiento un aumento en la poblacion de
aproximadamente 1,4 ciclos logaritmicos, hecho que pone en evidencia la recuperacion
parcial y/o total de la fraccién resistente que habia sido detectada mediante la aplicacion
del modelo weibulliano (ver apartado 4.4.3.2). Considerando la recuperacion observada,
el tratamiento de desinfeccién con luz UV-C lograria una reduccién aproximada de entre

3y 4 ciclos logaritmicos en la carga de las poblaciones estudiadas.



Figura 4.19 Evolucion de Scerevisige y el coctel de levaduras en jugo de manzana
comercial (JMQ) inoculado e irradiado con luz UV- C durante 15 minutos (dosis= 14

kJ/m?) durante el almacenamiento en refrigeracion (~4°C).
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4.5.2- Tiempo de exposicion a [3 luz UV-C

A continuacién se quiso evaluar el comportamiento de de £ coliy S. cerevisize
luego del tratamiento propuesto con luz UV-C de 15 minutos (dosis = 14 kJ/m?) y
también un tiempo corto de 5 minutos de exposicion a la luz UV-C (dosis = 4,7 kJ)/m?)
en donde, en general, se habia observado un quiebre en las curvas de inactivacion.
Nuevamente como sistema control se utilizo JMC inoculado en idénticas condiciones
pero no expuesto a la irradiacion UV-C. La Figura 4.20 muestra la evolucion de .
cerevisize 'y E. colien el almacenamiento refrigerado de JMC procesado 5 y 15 minutos
con luz UV. El sistema control correspondiente a S. cerevisae mostré el mismo
comportamiento que el descripto en el apartado anterior mientras que la poblacion de
E.coli sin irradiar se mantuvo aproximadamente constante (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 aplicacion de un
tratamiento de desinfeccién que garantice la inocuidad del producto en todo el petiodo

de almacenamiento refrigerado.

Luego del tratamiento corto de irradiacion con luz UV-C (5 minutos; 4,7 kJ/m?)
se obsetvaron valores equivalentes de inactivacién a los informados en el estudio de reto
microbiano en JMC para estos microorganismos (apartado 4.4.3.1). 5. cerevisize mostrd
una reduccién de la poblacién de 2 ciclos logaritmicos (Figura 4.20.3) para mantenerse
luego constante la poblacién durante el resto del almacenamiento. £.colr alcanzé una
reduccién luego de la exposicién de 5 minutos a la luz UV-C , de 4 ciclos logaritmicos
para descender luego del sequndo dia de almacenamiento a 7 ciclos logaritmicos, hecho
que demuestra que la poblacién de £ coli remanente al tratamiento fue severamente

afectada por la luz UV-Cy no fue capaz de sobrevivir en el almacenamiento.

Cuando el jugo se trato con luz UV-C por 15 minutos (dosis= 14 kJ/m2) S.cerevisize

mostrd una importante disminucién de su poblacién de 3,2 ciclos
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Figura 4.20 Evolucion de Scerevisize y Ecoli en JMC inoculado e irradiado con luz

UV- C durante 15 minutos (dosis = 14 k)/m?) y 5Sminutos (dosis = 4,7 k)/m?) durante el

almacenamiento en refrigeracién (~4°C).
a. Tiempo de exposicion: 5 minutos
b. Tiempo de exposicion: 15 minutos
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logatitmicos . Durante el primer dia de almacenamiento se observé una recuperacion
leve (~ 0,3 ciclos logaritmicos), nivel que se mantuvo aproximadamente constante en el
resto del almacenamiento. Puede determinarse que la mayor dosis de irradiacion UV-C
aplicada no solé provocé una reduccion inicial mas elevada sino mayor efectividad en el

dafo impartido ala poblacion remanente (Figura 4.20b).

Por su parte, £ coli mostré luego de recibir la dosis maxima de UV-C, niveles de
inactivacion similares a los observados en el estudio de reto microbiano en JMC vy la
poblacién remanente fue incapaz de recuperarse en el almacenamiento dada la injuria

recibida por el tratamiento y las condiciones del medio de almacenamiento (pH: 3,0 ).

Oteiza (2007) informé que algunas cepas de £.coli O157:H7 mostraron gran
resistencia al pH del medio persistiendo en jugo de naranja después de 30 dias de
almacenamiento a 4°C, observando una disminucién de su poblacién de menos de 3
ciclos logaritmicos. En el mismo estudio la cepa no patégena £.coli ATCC 25922 muestra
resultados similares 3 los obtenidos en este estudio careciendo de recuento tras solamente

5 dias de almacenamiento.

Ryu y col. (1998) trabajando con una cepa de £.colf O157:H7 y diferentes tipos de
jugo de manzana con pH 3,6- 3,9, almacenados a 5°C obtuvieron entre 2,4 y 3,8
reducciones logaritmicas seqan las caracteristicas de los distintos tipos de jugo luego de 42

dias de almacenamiento.

Como puede apreciarse en |a bibliografia los datos sobre la supervivencia de £.coli
en alimentos acidos tales como los jugos frutales varian seqin la cepa utilizada y las
condiciones de almacenamiento. En este estudio, la cepa de £ coli utilizada (35218) no
setia la cepa m3s apropiada a utilizar en estudios posteriores como subrogante de la cepa
patégena (£ coli O157:H7) pues si bien la irradiacion con UV-C provoca una caida
brusca de la poblacién en pocos minutos, la cepa no resiste en el tiempo las condiciones
del jugo de manzana y por lo tanto seria conveniente seleccionar una cepa de mayor

resistencia .



4.51- Evolucién de |3 flora nativa

Con el propésito de evaluar la calidad microbiolégica del jugo de manzana
procesado por la metodologia propuesta, se estudié en primera instancia la evolucién de
la flora nativa del jugo de manzana exprimido integral (JMI) procesado en equipo de flujo
continuo de luz UV-C (1L/min; 15 min.; 14 kJ)/m?) y almacenado en refrigeracion (4°C)
durante 11 dias. Paralelamente, se analizé el jugo de manzana natural, sin procesamiento
(Figuras 4.21y 4.22). En est3 etapa del estudio se utilizaron manzanas deterioradas, con
el prop6sito de situarse en el peor escenario de prueba para verificar |3 eficiencia de los
procesos propuestos. Tal como se describic en el apartado 3.4 se siquié el recuento de

microorganismos aerobios meséfilos totales y; hongos y levaduras.

El tratamiento propuesto con luz UV-C resulté altamente efectivo, inhibiendo casi
por completo todos los microorganismos integrantes de la flora nativa del jugo de

manzana durante el tiempo de almacenamiento evaluado (Figuras 4.21y 4.22).

No se detectd la presencia de hongos en el jugo de manzana procesado con luz
UV-C durante los 11 dias de almacenamiento correspondiendo la carga presente
exclusivamente 3 levaduras (Figura 4.21). Al inicio del almacenamiento, los recuentos de
levaduras correspondientes al jugo de manzana procesado por luz UV-C resultaron
similares a los del jugo sin tratamiento (~ 10?2 UFC/mL de jugo). Sin embargo, el
recuento en el jugo control aumenté rapidamente con el tiempo de almacenamiento,
hasta alcanzar niveles superiores a 10° UFC/mL de jugo, evidenciando un deterioro del

producto.

Los recuentos de los microorganismos aerobios meséfilos del jugo sin tratar
aumentaron 1 ciclo logaritmico el primer dia, permaneciendo constante en ~ 1x103
UFC/mL de jugo durante el resto tiempo de almacenamiento. Por el contrario, los
recuentos correspondientes al jugo sometido al tratamiento con luz UV-C se
mantuvieron en niveles bajos (5x10" UFC/mL de jugo) durante todo el almacenamiento

del jugo de manzana en refrigeracion (Figura 4.22).



Donahue y col. (2002) evaluaron la vida atil de sidra de manzana tratada con UV-
C en equipo continuo, trabajando con flujo laminar (6,3 L/min) y empleando dosis de
87,7 )/m? - 351 )/m2. Dicha sidra de manzana fue tratada y almacenada con UV-C
durante 3 semanas a temperaturas de refrigeracion (4°C). En el estudio se mostré que
tanto el jugo almacenado sin tratar(control) como el jugo sometido a las dosis de UV-C
mencionadas anteriormente mostraron una tendencia a incrementarse. Dentro de este
tiempo el jugo almacenado no sometido a irradiacién aumenté su poblacion de 9 3 12,4
ciclos.logari’rmicos mientras que 13 sidra sometida a la mayor dosis tuvo una evolucién de

5.5 hasta 10,1 ciclos logatitmicos.

Oteiza (2007) trabajando con jugo de naranja natural reporté que en dicho jugo
(jugo no sometido a ningan tratamiento) almacenado a 4°C el recuento de hongos vy
levaduras alcanzé el érden de 105UFC/mL después de 20 dias. El recuento inicial del jugo
utilizado fue de dos ciclos logaritmicos 'aproximadamen’ce. Al someter el mismo jugo a
tratamiento con UV-C (dosis 16 kJ/m?) el recuento inicial que obtuvo fue menor al
limite de deteccién mientras tras el almacenamiento a las mismas condiciones I3

concentracién de la flora nativa del jugo alcanzé 2 ciclos logaritmicos.

Con respecto a la inactivacién de los hongos observados en el jugo control, los
cuales no fueron detectados en las muestras del jugo tratado con UV-C analizadas, se
encontré escasa informacién en la bibliografia sobre estudios que demuestren el
comportamiento de hongos frente al tratamiento con UV-C. Marquenie y col. (2001)
sometieron suspensiones de Botrytis cinerea'y Monilia fructigena a dosis en el rango de
01 kJ/m2-15 kJ/m? durante distintos tiempos entre 3-20 minutos. Obtuvieron
inactivaciones que qguardaron una relacién lineal con la dosis de UV-C aplicada, siendo
una dosis de 1,1 k)/m? capaz de producir mis de 4 reducciones logaritmicas para ambos

microorganismos.

Es posible concluir que el jugo de manzana procesado por luz UV-C mantuvo
ptima estabilidad microbiolégica durante los 11 dias de almacenamiento en refrigeracion.

Lo dltimo se evidencia también tomando en cuenta que el tiempo de vida atil de jugos



frutales se considera como el tiempo de almacenamiento para el cual los recuentos de
hongos y levaduras (microorganismos predominantes en este tipo de alimento) resultan
menores de 10 UFC/mL (Howard y col, 1995).

Es de destacar que el tratamiento propuesto si bien mostré menor severidad
destruyendo la flora nativa inicial del jugo, mantuvo un control efectivo sobre los
microotganismos sobrevivientes inhibiendo su proliferacion e incluso inactivandolos,
durante el almacenamiento refrigerado del producto. Este efecto estaria relacionado con

el dafio subletal provocado por el procesamiento con luz UV-C.



Figura 4.21- Evolucion de la flora nativa durante el almacenamiento en refrigeracion (4
*C) de jugo de manzana exprimido integral JMI) . Hongos y levaduras: ® JMI sin tratar
(control); ® JMI procesado con fuz UV-C
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Figura 4.22- Evolucion de la flora nativa durante el almacengmiento en refrigeracion (4

*C) de jugo de manzana exprimido integral (JMI) .Aerobios mesdfilos @ JMI sin tratar

(control); ® JMI procesado con luz UV-C (14 kJ/m?).
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Este estudio permitic aportar informacion cuantitativa relevante acerca de la

influencia de una tecnologia de preservacion de jugo de manzana innovadora 1 luz UV

de onda corta, sobre el desarrollo de algunos microorganismos de relevancia. También

proveyd valiosa informacion acerca de la implementacion de la misma en flujo continuo

con el propdsito de obtener jugos con minimo procesamiento y/o mayor eficiencia en la

inactivacién. En particular se puede afirmar que:

w  El mismo permitid disefiar y optimizar el funcionamiento de un equipo escala

laboratorio, en flujo continuo, para el tratamiento de liquidos con luz UV-C que
operara en flujo laminar pero con madltiples pasadas de modo de asequrar la
posibilidad que todos los elementos de volumen queden expuestos 3 13 luz UV-C.
la solucién actinométrica de yoduro/yodato utilizada en este trabajo de
investigacion probd ser una herramienta muy atil e importante para medir la
intensidad de una lémpara de UV-C. Presenta varias ventajas sobre otros sistemas
convencionales como el radidmetro por que se puede usar en equipos de flujo. De
iqual forma se puede usar de manera facil para determinar la vida atil de una
lampara. El par actinométrico utilizado fue eficiente a tiempos cortos de
tratamiento (inferiores a 4 minutos) aunque presentd saturacién en la formacién
de moles de triioduro a tiempos mayores, obligando a utilizar un método de
extrapolacion para calcular las correspondientes dosis.

La utilizacion de tres matrices liquidas conceptualmente diferentes (sistema
modelo, jugo clarificado y jugo integral) permitié concluir sobre los beneficios y
limitaciones de esta tecnologia emergente. La obtencién en laboratorio de un
jugo integral, similar 3 1a sidra de manzana y su comparacion con el jugo comercial
fue de marcada importancia dada la elevada incidencia de los brotes de £ coli
O157:H7 reportados en bibliografia para ese tipo de derivado frutal.

El patron de inactivacion microbiana observado en todos los sistemas tratados por
irradiacion con tuz UV-C en flujo continuo correspondid, en general, a curvas
con marcada concavidad hacia arriba; presencia de hombro en algunos casos y en

st mayoria, con cola definida. Este tipo de curvas de inactivacion, mis relacionado
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a la aplicacion de tecnologias noveles obligs a la utilizacion de un modelo
matemitico que permitiera una mejor comprension y cuantificacion del modo de
accién de la luz UV-C.

La aplicacién de un modelo matemitico no lineal conceptualmente diferente,
como el modelo de distribucion de frecuencias de resistencias weibulfiano, resulto
muy atil para explicar de forma mas completa la inactivacion de los
microorganismos estudiados en los distintos sistemas evaluados y sus diferencias,
brindando informacion complementaria acerca del comportamiento de la
poblacion durante el tratamiento de exposicion a la fuz UV-C. Se obtuvieron
mediante fa aplicacién del mismo, distribuciones de frecuencias de resistencias que
indicaron que 13 mayor parte de la poblacién microbiana motia a dosis muy bajas
pero dejaba, seqgiin la especie considerada y el medio de tratamiento, un fraccion
de la poblacion resistente al tratamiento. Este resultado concluye sobre 13 futura
utilizacion de luz UV-C en combinacién con otros posibles factores de stress
dentro del marco de la obtencion de productos minimamente procesados.

La reduccion del pH en el sistema modelo no tuvo influencia marcada en la
inactivacion por luz UV-C en el caso de la levadura estudiada pero aumentd
levemente |3 inactivacion observada en el caso de £ colfr.

£ coli demostrd ser |3 especie mis sensible al tratamiento con luz UV-C, sequida
de L innocuay Saccharomyces cerevisize.  La complejidad del medio disminuys,
en general, 13 eficacia del tratamiento UV-C. AsT la inactivacion observada para los
microorganismos estudiados {ue algo menor en el jugo integral respecto del jugo
claro y del sistema modelo. £ colralcanzo las 5 reducciones decimales exigidas por
la FDA para tecnologias emergentes en el jugo clarificado y 4,5 reducciones en el
aso del jugo integral.  Dado que este microorganismo mostrd que al final del
tratamiento propuesto se seqguia inactivando, aunque a menor velocidad, un
incremento en {3 dosis UV-C & bien su combinacién con factores de stress en el
aaso de jugos integrales asequraria el requerimiento impuesto por este organismo.
La utilizacién de poblaciones mixtas demosttd que, en el caso de 5. cerevisze KE

162, la misma resultd un adecuado representante de poblaciones deteriorativas de
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jugos frutales ya que fue mis resistente que un coctel de 5 especies de levaduras
comunes contaminantes de jugo de manzana. La respuesta del coctel de cepas de £
col dependio de la matriz irradiada y por lo tanto la cepa de £ colf elegida
(Escherichia coli ATCC 35218) no fue la mds adecuada para representar a 13 especie
patégena £. coli O157:H7.

. No se vio una correlacion entre los coeficientes de absortividad de los jugos
evaluados y la inactivacién observada en los mismos tras su exposicion 3 luz UV-
C. En este estudio aunque los coeficientes de absortividad fueron similares ,en el
jugo exprimido se obtuvo siempre menor inactivacién para los microorganismos
estudiados
Los estudios de respuesta durante el almacenamiento refrigerado (4 Q) de las
poblaciones microbianas tratadas con luz UV-C mostraron, en el caso de levaduras,
una recuperacion de entre 0,5 a 1 ciclo logafitmico para luego mantenerse
aproximadamente constante, sin signos evidentes de recuperacion. En el caso de £
coli 1a poblacién no solo fue incapaz de recuperarse sino que perdié su viabilidad
al comienzo del almacenamiento, incluso para un dosis tan baja como 4,7 k)/m?
(equivalente 3 5 minutos de tratamiento).

« Es de destacar que el tratamiento propuesto si bien mostré menor severidad
destruyendo la flora nativa inicial del jugo, mantuvo un control efectivo sobre los
microorganismos  sobrevivientes  inhibiendo su  proliferacion e incluso
inactivindolos, durante el almacenamiento refrigerado del producto. Este efecto
estaria relacionado con el dafo subletal provocado por el procesamiento con luz

wv-C

En cuanto los estudios pendientes es necesatio avanzar sobre los siquientes

aspectos mas urgentes no dilucidados hasta el momento:

1) Estudiar los cambios de color y sensoriales en el jugo de manzana procesado

utilizando el equipo propuesto en este estudio.
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2) Incrementar |3 inactivacion microbiana observada aplicando distintas estrategias
tales como: el disefio de un equipo multietapa de varias fuentes de emision de luz
ubicadas en serie y/o la combinacion de esta tecnologia con otras tecnologias
emerdentes 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
conservacién de productos fruticolas simil frescos, basada en la utilizacion de luz UV
germicida que esta siendo recién estudiada/aplicada a nivel mundial. Ello permitird a Ia
pequefia y mediana industria nacional contar con técnicas de minimo procesamiento
sencillas y de no muy alto costo en su implementacién pero de avanzada en cuanto 3
fundamentos cientificos y know-how, y con el soporte necesario de conocimientos
cientificos, el cual todavia no existe o bien por falta de investigacion suficiente y/o bien
no es accesible ya que muchos avances en la investigacion estin en tramite de
patentamiento. Esta técnica posibilitaria la disponibilidad de productos de excelencia de
mayor vida atil/mayor inocuidad, permitiendo el acceso a mercados mas alejados,
facilitando la comercializacién de fruticolas bajo nuevas formas de presentacion, por

ejemplo, los llamados “jugo simil fresco”.
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Este capitulo incluye informacién con respecto a los métodos estadisticos que se

utilizaron para el anlisis de los resultados, definiciones y formulas.
6.1 Definiciones y Férmulas
6.1.1- Poblacién estadistica

Una poblacion estadistica se define como un conjunto completo de elementos de
interés. La medidas tomadas sobre los elementos de una poblacién estan gobernadas por
una distribucion de probabilidad, usualmente expresada en forma de ecuacién
matematica, la cual relaciona la ocurrencia de un valor especifico con la probabilidad de

dicha ocurrencia.
6.1.2-Distribucién normal

Distribucion normal es el tipo de distribucion que mas comunmente se encuentra.
En general cuando se procesan los datos estadisticamente se asume que su distribucion es
normal. La siguiente formula es la funcion de la distribucién normal y se puede usar para

verificar si realmente una serie de mediciones sique tal distribucién
f(x)= (1/427:0' )*exp| =¥y 1262 | 6.1)

Donde:
exp = funcién exponencial con base e
Y= medicién realizada

Y = media del total de las mediciones



o = desviacion estindar
62 = varianza

6.1.3- Parametros y estimadores

Un parimetro estadistico es una funcién definida sobre los valores numéricos de la
poblacién. Es un valor representativo de una poblacién que provee informacién sobre su
distribucién como la media aritmética o su desviacion tipica.

En estadTstica aplicada se asume que la forma de la distribucién aplicada es conocida
pero no ast los parimetros que |3 representan. Los mismos deben ser estimados mediante
la aplicacion de funciones matematicas a las mediciones obtenidas. Los datos estadisticos

extraidos de dichas funciones se denominan estimadores .

Media_de la_distribucicn (Y); es el promedio atitmético de las mediciones

realizadas:

Y.

V:iﬂ_l 6.2
N (6.2)

donde Y, :valor individual del sistema i

N: ndmero total de datos

Desvigcion estindar (c) o desviacion tipica; es una medida de dispersion de las

variables con respecto a su media y es de gran utilidad en a estadistica descriptiva. Es en

realidad |3 raiz cuadrada de la varianza:

,/ (Y -Y)?
A (6.3)

JiN-1)

Mz

Il
=X

Qo=
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Varianza (o> ); la varianza de una variable es una medida de la dispersion.

Corresponde al promedio del cuadrado de la distancia de los distintos valores de la
variable con respecto a su media .
N "
.Y =Y)

02 = iN——'l—_— (64)

2

Error estindar de la media (SE); estd relacionado a la desviacién estindar vy el

nimero de los casos con los cuales se trabaja. Su férmula es:

(o

SE=— (6.5)
N

Intervalos de confianza; es siempre aconsejable que un analista determine los

intervalos de confianza de los parametros que dermina. Los intervalos de confianza dan
informacion sobre la precision de los cilculos realizados. Habitualmente se utiliza el

intervalo de confianza a dos colas, es decir el que precisa el limite superior e inferior. Se

calcula con la siguiente formula utilizando la media Y :

2

Yt n i GW (6.6)

Donde

t . = el estadistico t de Student de nivel de confianza a/2 y de n-1 grados de

a/2.n

libertad del sistema.

Grados _de libertad (gl) ;se usan para estimar el namero de categorias

independientes en un test o experimento.

gl=n-r (6.7)
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donde:
n= el ndmero de sujetos en la muestra

r=el namero de sujetos estadisticamente dependientes.

Cuando se trata de ajustar modelos estadisticos a un conjunto de datos, los residuos
se encuentran habitualmente en un espacio de menor dimensién que aquél en el que se
encontraban los datos originales. Los grados de libertad del error los determina,

precisamente, el valor de esta menor dimensién.

La prueba t puede ser usada para demostrar la idea. La férmula del estadistico t para

comparar dos grupos de medidas independientes es :

?a - ?b
SE,__,

t =
(6.8)
entonces=  gl=Na+Nb-2
donde Na = nimero de medidas en el grupo 3

Nb = namero de medidas en el grupo b

El denominador del estadistico t ya se ha definido como el error standard de la
diferencia entre medias. En el cilculo de los grados de libertad involucrados, se ha
impuesto una restriccién algebraica sobre cada grupo de datos (de alli, los dos grados de

libertad que se restan al total).

6.1.4 - Significancia estadistica

Un resultado se denomina estadisticamente significativo cuando no es probable que

haya sido debido al azar. Una “diferencia estadisticamente significativa” significa que hay
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evidencias estadisticas de que hay una diferencia. El nivel de significacion muchas veces se
asocia con los test a los cuales se someten los datos con fin de verificar una hipétesis. En
cuanto al test de la hipotesis nula, el nivel de significacion es nada mas que la probabilidad
de tomar la decision de rechazar la hipotesis nula cuando ella es verdad (cometiendo el
error tipo | o a) o de aceptar la hipotesis nula cuando la dltima no es cierta (cometiendo
el error tipo 11 o B). En la toma de |a esa decision 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 significacién y dados grados de libertad). Si el valor experimental es
superior al namero de la tabla la hipétesis nula se rechaza mientras que al ser superior el
namero de la tabla la hipétesis nula se tiene que aceptar para dado nivel de significacion.
Cuanto mayor sea el valor experimental , mis significativo serd el resultado y mis fuerte
serd la evidencia de que el resultado no se debe a una mera coincidencia. El nivel de
significacién es comunmente representado por el simbolo griego a (alpha). Cuando se
hacen este tipo de comparaciones es importante tomar en cuenta si el ensayo es unilateral
o bilateral. Por ejemplo si el ensayo es unilateral y se trabaja en un nivel de significacién
o = 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 significacién se denota con una, dos o tres estrellitas.
Existen tres niveles; cuando P 20,95 (@ <0,05); P20,99 (e <0,01)y P 20,999 (a<
0,001 ) cuya mencién indica la significacién de las conclusiones que se formulan.
Cuando el valor experimental obtenido es inferior al tabulado se concluye que “no hay
significacion” y se indica con (=) 6 (NS); cuando dicho valor supera al valor tabulado para
P> 0,95y no al tabulado para P > 0,99 se indica con (*); si el valor experimental es mayor

que el tabulado para P 2 0,99 la conclusion es (**) y para P 2 0,999 (***).  Cuando :

VE < VT (NS)/(-)
VE> VT(P 0,95) )
VE > VT(P O,99) =
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VE > VT(P 0,999) e
Siendo VE=valor experimental; VT=valor tabulado

Generalmente, en el caso de los alimentos lod niveles (*) y (**) se consideran

suficientes.

6.2 - Anilisis de varianza CANOVA )

Anilisis de varianza (ANOVA )es un método general con aplicaciones muy variadas
y que puede llegar a ser complejo 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 nimero de sistemas de anilisis, realizar una bateria de test t no solo
resulta dificultoso sino que ofrece pocas ventajas. Esta técnica compara las medias de
varias muestras vy verifica si todas ellas pertenecen a la misma poblacién o si, unao mas
son signiﬁca’civamen’ce diferentes y provienen de poblaciones diferentes. El ANOVA debe
ser considerado en la practica un test de diferencias de medias a dos colas (ya que las
medias en sT mismas pueden aumentar o decrecer) que opera via un test de cambio de
varianza a una cola, el cual se describird m3s adelante (test F).

La variacion total que existe en una distribucion global de valores o medidas puede
ser segreqada en categorias representando por un lado los efectos identificables y por otro
lado la variacién debida a causas no identificables. La variacién total del conjunto de
datos es llamada Suma de Cuadrados Totales (SST). Dicha suma puede dividirse en dos
contribuciones: una Suma de Cuadrados debida a la Regresién (SSR) y una Suma de
Cuadrados Residual (SSE).

Suma de Cuadrados Totales (SST) se obtiene sumando los cuadrados de las

desviaciones del valor observado en cada sistema Yi respecto de la media Y.
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2

N —
ssT=3(v,-Y) 6.9)
i=1

La Suma de cuadrados Totales tiene asociados N-1 grados de libertad ya que existe [

restriccion
N =
ZY,—Y:O (6.10)
i=1

Suma de Cuadrados debida a la Regresion (SSR) es una expresién de |3 variacién

que resulta tomando en cuenta por un lado 1a relacion de la variable independiente con
la dependiente a partir del modelo de regresién aplicado y por otro lado la medicion de
la variable dependiente que se obtiene experimentalmente. En otras palabras es la suma
para N elementos de la poblacién de los cuadrados de la diferencia entre la media

Y muestreal y el valor predicho del modelo Y, para una corrida i.

ssR=Y(Y, —?)2 6.11)

Los grados de libertad en este caso se definen a partir del nimero de parametros 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 SSR por p-1 obtenemos la Media de Cuadrados debida a la Regresion
(MSR):

SSR
p-1

MSR = 612)

Suma de Cuadrados Residual(SSE) es la variacién 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 poblacién y los valores de los mismos elementos tal como son

predichos por el modelo.
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sE=D [v-%) =

=1 I

r? (6.13)

2 N
|
=1

En el caso de la Suma de Cuadrados Residual se asocian N-p grados de libertad

La SSE se usa para calcular [a Media de Cuadrados Residual(MSE) al dividirla por los

grados de libertad asociados a ella, seqan la siguiente formula:
SSE
MBE S (6.14)
-p
Los residuales se usan para evaluar el ajuste del modelo a los valores experimentales.
La suma de los residuales de cada corrida tedricamente es siempre cero, sin embargo, en I
prictica puede no serlo exactamente pero deberia aproximarse.

Modelo de los parametros de un ANOVA

Fuente gl Suma de Cuadrados ~ Media de cuadrados

SSR
DEBIDO A p-1 SSR MSR = ——
LA REGRESION p-1

SSE
RESIDUAL N-p SSE MSE = ——

=
&

TOTAL N-1 SST



6.2.1- Test F de significacién de la regresion

Un test que comunmente se realiza para verificar la significancia de la regresion es
el test F. Si el valor calculado de F > F tablas  nos permite inferir que la variacion de la
informacion explicada por el modelo o relacién propuestos es significativamente mayor
que |a variacién debida a causas no identificables (residuales) y que el efecto observado
no se debié al azar . Es de destacar que los test t-Student y F son esencialmente los
mismos . Para un disefio completamente aleatorio donde se estudian sélo dos

tratamientos y dos test t a dos colas para muestras independientes se verifica que:

F=id (6.15)

Segdin el test F, la hipétesis nula propone que todos los parametros son nulos
mientras que la hipétesis alternativa nos dice que al menos un parametro es diferente al
cero.

Ho= B1=Ba=....=B«=0
Hapor lo menos un parametro 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 parametros B; .

Si la hipétesis nula es verdad (Bj = 0), el valor del estadistico F sigue una
distribucién con (p-1) y (N-p) grados de libertad en el numerador y denominador de |a

expresion respectivamente:

= _MSR _ SSR/(p-1)

- = 6.16)
MSE SSE/(N-p) ¢

Una vez calculado el F se busca en las correspondientes tablas el valor de F para el
nivel de significacién con el cual se trabaja para grados de libertad p-1y N-1.
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 hipétesis nula se rechaza para a nivel de significacion, y significa
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que por lo menos un parametro de los que describen la regresion tiene efecto sobre |3
respuesta. Cuanto mas grande sea el F calculado mejor describird la regresién el modelo
propuesto ya que también significa que aumenta la razén de la varianza debida a la

regresion sobre la viarianza debida a causas no identificables.

6.2.2 -Coeficiente de determinacién (R2)

El coeficiente de determinacién nos informa sobre la proporcion de la variacién
que existe entre los valores experimentales y lo propuesto por el modelo. Es un
estadistico que evalda cuan bien se ajusta el modelo estadistico aplicado. En la regresién,
en particular, el coeficiente de determinacién es una medida de cudnto I3 linea de
regresion se aproxima a los datos experimenteles. Su expresién porcentual se da por la

formula:

R? =%-100 (6.17)

También se usa el coeficiente de determinacién ajustado por los grados de libertad

del modelo:

2 _1_SSE/(N_p)

= 6.18
4~ SST/(N-1) KB

Siempre se busca que tanto R? como R2aj se acercan a lo posible al 100 ya que es
una medida del ajuste del modelo. Cabe afadir que por mucho que se acerqueel
coeficiente de deteriminacion al cien nunca lo serd, ya que en este caso se trabajaria sin

error.
6.2.3 - Analisis de residuales

En el analisis de los residuales siempre se asume que los errores:
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. son normalmente distribuidos con media igual a cero
« tienen varianza constante
. son independientes entre ellos
Existen herramientas graficas y pruebas estadisticas se usan con fin de comprobar la

validez de las suposiciones recién mencionadas.

6.2.3.1- Versus valores predichos, YA.

Se grafican los valores de los residuales (n) versus los valores predichos por el
modelo. Dichos residuales no se grafican en funcién de los valores observados (Y
debido a que ambos grupos de valores estin correlacionados. Debe observarse una
distribucién uniforme harizontal de los residuales en torno a los valores predichos, YAl

(homocedasticidad). Pueden manifestarse alqunos comportamientos anormales tales

como los que se describen a continuacion.

«  Silavarianza del modelo no es constante y se incrementa, es necesario realizar

un anilisis de cuadrados minimos especial o bien una transformacién (Ln (Y);

¥ ; 1/Y; etc.) en la respuesta de interés :

<>

. Si el término independiente Bo no fue incluido en el anilisis, la banda se

desplaza:
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<>

w Si falta incluir algunos términos lineales y/o cuadriticos en el modelo

postulado la banda se cunva:

L]

Wt
o Ny

Estas desviaciones, ademis de detectarse visualmente, pueden medirse mediante

parametros definidos, los cuales no se detallarin en este apéndice
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