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ESTUDIO DE LA APLICACI¢N DE LUZ UV PULSADA Y SU COMBINACION
CON OTRAS TECNOLOGIAS EMERGENTES EN MATRICES FRUTALES

El objetivo principal de este trabajo residi6 en evaluar la eficiencia de la
aplicacion de luz pulsada (LP) en modo estanco (LPe) y en flujo continuo (LPc) y
su combinacion con ultrasonido de alta intensidad (US) y temperatura moderada
(44-56 °C) para preservar jugos frutales. Se estudié la cinética de inactivacion y
la dinamica del crecimiento en el almacenamiento refrigerado de diversos
microorganismos patdgenos y deteriorativos inoculados y la flora nativa de varios
jugos frutales (manzana, frutilla, naranja y meldn) tratados por las tecnologias
simples o combinadas mediante los modelos de Weibull, bifasico y doble Weibull.
La efectividad de los tratamientos dependié de la absorbancia en el rango UV y
turbidez de los jugos y del microorganismo evaluado. Estudios de citometria de
flujo mostraron que células de S. cerevisiae, evidenciaron desestabilizacién de la
integridad de la membrana y presencia de una subpoblacién con dano subletal a
bajas dosis de LP (12 J/cm?) y mediante microscopia electronica de transmision,
presencia de vacuolas expandidas, pérdida y coagulacién del contenido
intracelular, y menor densidad electrénica. Los estudios de flora nativa, color y
analisis sensorial concluyeron en la definicién de un jugo de manzana preservado
por LPc (0,73 J/cm?; 155 mL/min) combinado con US (30 min) y temperatura
moderada, seguro y de buena calidad organoléptica, cuya vida util refrigerada fue
de 6 dias. El producto propuesto evidenci6 mediante un analisis de
conglomerados aceptabilidad por un grupo especifico de consumidores
interesados en la acidez y el intenso sabor a manzana del producto.

Palabras clave: jugos frutales, luz pulsada, ultrasonido, tratamientos combinados,
microbiologia predictiva, analisis sensorial.



STUDY OF THE APPLICATION OF PULSED LIGHT AND ITS COMBINATION
WITH OTHER EMERGING TECHNOLOGIES IN FRUIT MATRICES

The overall objective of this study was to evaluate the efficacy of pulsed light
technology (PL) in a static (PLs) or continuous flow (PLc) modes in combination
with high intensity ultrasound (US) to preserve fruit juices. The inactivation kinetics
and growth dynamics under refrigeration conditions of relevant microorganisms
and native flora in apple, strawberry, orange and melon juices treated by the
proposed single or combined technologies were studied by Weibull, biphasic and
double Weibull models. The antimicrobial efficiency of the applied treatments
depended on absorptivity and turbidity of juices as well as the strains. Flow
cytometry studies revealed sub-lethal damage at low PL doses (< 12 J/cm?) and
loss of membrane integrity in PL treated S. cerevisiae cells, while transmission
electron microscopy observations showed expanded vacuoles, loss of inner
content by puncture sites, less electronic density, among others. The combination
US and PLs showed additive effects in S. cerevisiae inactivation in apple juice.
Analysis of native flora, colour and sensory properties of apple juice processed by
the combined PL¢ (0.73 J/cm?, 155 mL/min) and US (30 min) treatment ratified a
product microbiologically safe with good organoleptic quality, with a 6 day shelf life.
Apple juice treated by the combined PL/US method exhibited high acceptability by
a group of consumers interested in the acidity and intense apple flavour of the

juice.

Keywords: pulsed light, ultrasound, fruit juices, combined treatments, predictive
microbiology, sensory analysis.
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1 Introduccion

1.1 Produccion de frutas y sus derivados en Argentina

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) promueve un consumo
minimo de 400 g de frutas y hortalizas por dia, y un 6ptimo diario de cinco
porciones de frutas o verduras, con el fin de prevenir enfermedades cronicas,
en particular las cardiopatias, el cancer, la diabetes tipo 2 y la obesidad (OMS,
2003). En la ultima década los consumidores a nivel mundial han
puesto un interés creciente en el consumo de derivados de frutas por
la conveniencia nutricional que los mismos representan. Sin embargo
todavia en la Argentina, sélo el 4,8 % de la poblacién consume al menos las
cinco porciones diarias de frutas y verduras recomendadas, siendo el promedio
de consumo por habitante inferior a 2 porciones por dia. Es por ello que el
Ministerio de Salud de la Nacion lanzé en el 2010 la “Campafia Nacional de
Promocién del Consumo de Frutas y Verduras” con el fin de que la poblacion
argentina conozca e incorpore a sus comidas frutas y verduras frescas de

estacion que aportan beneficios para la salud (Msal, 2010).

Ademas, la exigencia por adquirir productos de textura, flavor vy
apariencia lo mas semejantes a la fruta fresca es cada vez mayor. Este patrén
de consumo ha llevado, en los ultimos afos, al desarrollo de nuevas técnicas
de preservacion con el propdsito de obtener frutas minimamente procesadas

mejorando su calidad y extendiendo su vida util.

1.2  Naranja

La Argentina ocupa el octavo lugar en la produccién mundial de citricos
con alrededor de 1670 mil toneladas. La produccién de limén es las mas
significativa (50%), seguida de naranja (28%), mandarina (15%) y pomelo (8%)
(Minagri, 2013a). Las plantaciones se hallan localizadas en dos grandes
regiones: Noroeste (NOA) y Litoral Nordeste Argentino (NEA). En particular, la
produccién de naranja en Argentina estd mayormente dirigida al mercado de fruta

fresca. S6lo un 30 % de la produccién de la misma se destina a la
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industrializacion. Asimismo, el jugo de naranja es el jugo citrico mas importante
a nivel mundial. Se lo comercializa mayoritariamente concentrado y congelado,
aunque también esterilizado y envasado asépticamente, y en una menor
proporcién fresco refrigerado. La produccibn mundial de jugo concentrado
congelado de naranja es de aproximadamente 2,2 millones de toneladas. La
Argentina con una produccién de 8.000 toneladas anuales, tiene una minima

participacion en el contexto internacional, (inferior al 1 %).

1.2.1 Composicion

La naranja es una fruta de bajo contenido graso y bajo valor calorico.
Aporta gran cantidad de pectinas, fibra soluble y en particular alto contenido de
vitamina C, dado que 100 g de naranja aporta el 83 % de la ingesta diaria
recomendada de este componente. También aporta varios acidos organicos,
entre ellos acido malico, acido citrico, acido ferulico y acido caféico (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Composicion de la naranja

Composicion por 100 g de porcion comestible

Calorias 42,0
Hidratos de carbono (Q) 8,6
Fibra (g) 2,0
Potasio (mgQ) 200
Magnesio (mg) 36,0
Calcio (mg) 15,8
Hierro (mg) 0,3
Vitamina C (mg) 32,0
Fosforo (mg) 28,0
Vitamina A (ug) 40,0

1.3 Manzana

La produccion argentina de manzana promedia las 900 mil toneladas

anuales, donde la region del Alto Valle del Rio Negro y Neuquén, concentra el
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85 % del volumen total de manzana. Las principales variedades de manzana
qgue se cultivan en Argentina son: Red Delicious (61,1 %), Granny Smith (15,1
%), Gala y Royal Gala (15 %), Crisp Pink (4,1 %) otras variedades (4,4 %)
(Minagri, 2013). La produccion de manzana se destina en un 56 % al consumo
en fresco y 44 % a la industrializacidén de jugos y caldos de sidra. En la regidén
del Alto Valle, Valle Medio y Mendoza, existe una red de agroindustrias
elaboradoras de jugos concentrados, sidra, deshidratados, conservas, pulpas
deshidratadas y licores. Los jugos concentrados se obtienen por concentracion
del jugo de distintas variedades de manzana (Alimentos argentinos, 2008). La
produccién argentina de jugo concentrado de manzana promedia las 50.000
toneladas métricas anuales. En la Figura 1.1 se observa la evolucion de
la produccion del jugo de manzana en la Argentina, la cual oscild
entre 30 y 60 mil toneladas en el periodo comprendido entre 2003 y 2010.
La industria emplea en promedio 6,7 kg de manzana para obtener 1 kg de jugo

concentrado.

Figura 1.1. Evolucién de la produccién de jugo concentrado de manzana en la
Argentina en el periodo 2003-2010 (SPE, 2010).
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1.3.1 Composicion

La manzana tiene un alto contenido de agua (85 %) y aporta hidratos de
carbono fundamentalmente fructosa, glucosa y sacarosa. Contiene cantidades
apreciables de fibra, tanto soluble como insoluble, siendo esta ultima la mas
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abundante. Las manzanas son una importante fuente de flavonoides diversos
como los flavonoles, catequinas y prociaciadinas. En su composicién presentan
acidos organicos como el caféico, p-cumarico, clorogénico, ferulico, citrico y
malico (Magrama, 2000) (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Composicion de la manzana Granny Smith

Composicion por 100 g de porcion comestible

Calorias 41,5
Hidratos de carbono (Q) 10,5
Fibra (g) 1,5
Magnesio (mgQ) 4,0
Vitamina C (mg) 4,0
Vitamina A (ug) 1,5
Vitamina E (mg) 0,5

1.4  Frutilla

En Argentina la produccion de frutilla abarca una superficie cultivada de
entre 1.000 y 1.250 hectareas. El mercado interno absorbe practicamente la
totalidad de la produccién nacional, que es de 20.000 - 25.000 toneladas por
ano. La mayor produccion se concentra en Santa Fé, Tucuman y Buenos Aires.
Pertenece a la familia Rosaceae, siendo Fragaria ananassa Duch, la especie
que se cultiva comercialmente. EI cultivo de frutilas admite diversas
alternativas de procesado que van desde la preparacién para consumo en
fresco, a la industrializacion mediante el trozado y posterior congelado de
frutillas enteras para la elaboracién de yogures, mermeladas, jugos, helados y
otros variados productos industrializados (FAA, 2010).

1.4.1 Composicion

Las frutillas estan compuestas principalmente por agua (90 %), y en
menor proporcion por hidratos de carbono (con una cantidad moderada
alrededor del 5% de su peso), fundamentalmente fructosa y glucosa. Son muy

ricas en vitamina C (con un porcentaje incluso superior al que posee la
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naranja), y acido félico. Entre los minerales se destacan el hierro, calcio y yodo,
ademas del fésforo, magnesio y potasio. Contienen diversos acidos organicos,
entre los que destacan el acido citrico, mélico, oxalico, y también contienen
pequenas cantidades de acido salicilico. Las frutillas constituyen una de las
frutas con mayor capacidad antioxidante, debido su alto contenido en
antocianinas, polifenoles (acido elagico) y de vitamina C (Moreiras y col., 2001)
(Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Composicion de la frutilla

Composicion por 100 g de porcidon comestible

Calorias 41,0
Hidratos de carbono (Q) 8,1
Proteinas () 0,8
Fibra (g) 1,6
Calcio (mg) 27,0
Potasio (mQ) 2440
Hierro (mg) 0,8
Vitamina C (mg) 60,0
Fosforo 27,0

1.5 Melon

El melén pertenece a la familia de las cucurbitaceas, la cual incluye
también a la sandia, la calabaza, y los pepinos entre otros. Es una planta
anual, es decir que florece, germina y sucumbe en el plazo de un afo, de porte
rastrero, tallos herbaceos muy ramificados y con un ciclo de cultivo de entre 3 y
5 meses. Sus colores pueden ser muy diversos en funcion del tipo de meldn.
El meldn constituye la cuarta fruta mas consumida del mundo, luego de las
naranjas, las bananas y las uvas. La parte aprovechable de la planta del melén
es el fruto, dedicado principalmente a la alimentacion humana. Del fruto
practicamente todo es comestible: la corteza (en confituras), las semillas (como
frutos secos o para la obtencion de aceite) y fundamentalmente la pulpa (en
fresco o procesado). También se consume como jugo obtenido y preservado
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por distintos métodos desde los mas tradicionales, tal como la pasteurizacién a
los mas modernos, como los denominados “cold-pressed” procesados en frio

por altas presiones hidrostaticas (Introduccién, apartado 1.9.2.2).

Los principales tipos comerciales de melon cultivados en Argentina son:
Rocio de Miel o HoneyDew, Amarillo, Escrito o Reticulado, Galia, Charentais y
Piel de Sapo. En la Argentina el cultivo de melén se encuentra difundido en las
provincias de San Juan, Santiago del Estero, Entre Rios, Mendoza, Buenos
Aires, Rio Negro y en menor medida en Salta. La provincia que concentra la
mayor superficie cultivada es San Juan con 1.500 (mil quinientas) hectareas
destinadas mayormente al mercado interno. Le siguen en importancia Santiago
del Estero, con 800 (ochocientas) hectdreas y Mendoza con 400
(cuatrocientas) hectareas. La produccidon en Entre Rios se ajusta al cultivo bajo
invernadero con una superficie cercana a 20 (veinte) hectareas. Otras
provincias que participan ocasionalmente, sumando a la superficie total del
pais, son Buenos Aires, La Rioja y Catamarca (Campos y col., 2006).

El problema que enfrenta el cultivo de meldn en Argentina es el destino
del excedente de produccion que no puede comercializarse en el mercado de
fruta fresca, ya sea porque no hay demanda (sobreoferta) o porque la calidad
de la fruta no alcanza los requerimientos necesarios para su consumo en
fresco. Una de las posibles soluciones involucra la realizacién de estudios para
detectar nuevos mercados y opciones para industrializar el melén. Como por
ejemplo, la elaboraciéon de jugo de melén y bolitas de melén congeladas
(Mincyt, 2007). Si bien Argentina es productor de jugo de naranja y
manzana y en menor medida de jugos de frutilla y meléon, no es un
consumidor importante de jugos de frutas naturales en el mercado
doméstico (Ceballos Guzman, 2010). Es por ello que los paises de
América Latina ven mas factible la exportacion a Estados Unidos o Europa
donde el poder adquisitivo y la concienciacion de la salud respecto al consumo
de frutas esta mas desarrollada a nivel general (Industria Alimenticia, 2013).
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1.5.1 Composicion

El melén contiene una alta cantidad de agua (90-95 %), una cantidad de
azucar inferior a la de otras frutas (6 %) a su vez bajo contenido de grasa, lo
que lo convierte en un fruto de poco contenido calérico. Aporta la mitad de la
dosis diaria recomendada de vitamina C y una importante cantidad de &cido
félico. También es una fuente importante de provitamina A, potasio, y en menor

medida de fésforo, hierro y magnesio (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Composicion del meldn

Composicion por 100 g de porcion comestible

Calorias 52,4
Hidratos de carbono (Q) 13,1
Fibra (g) 0,8
Potasio (mQ) 11,8
Magnesio (mg) 11,8
Calcio (mg) 15,8
Hierro (mg) 0,4
Vitamina C (mgQ) 32
Folatos (ug) 2,7
Provitamina A (ug) 3

1.6 Composicion de los jugos frutales

El jugo de fruta es el liquido extraido a partir de la fruta madura. Los
jugos son sustancias heterogéneas que constan de una fase dispersa llamada
‘pulpa” y otra fase liquida. Esta ultima es una solucién acuosa de azucares,
acidos organicos, compuestos nitrogenados, vitaminas, sustancias pécticas,
minerales, compuestos aromaticos, pigmentos y flavonoides, que en conjunto
constituyen los sélidos solubles. La definicion de madurez varia segun el tipo
de fruta, y en general, los niveles de azucares y acidos organicos indican el
estado de madurez. En la maduracién, el contenido de azlicares aumenta y el
de acidos disminuye (Yufera, 1998). El dulzor del jugo proviene de disacaridos,
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como la sacarosa, y de monosacaridos, como la fructosa y glucosa. Los acidos
organicos otorgan la acidez del jugo. Los mas comunes son el citrico, malico y
tartarico, pero el fumarico, succinico y benzoico pueden estar también estar
presentes. El nivel de grados Brix de los jugos sera el correspondiente al jugo
exprimido de la fruta y el contenido de sdlidos solubles del jugo de
concentracion natural. Segun el CODEX Alimentarius (2005), los grados Brix
de los jugos de naranja, manzana, frutilla y melén no pueden ser inferiores a
11,2-11,8; 11,5; 8,0 y 7,5, respectivamente (Tabla 1.5). El pH del jugo juega un
rol importante en la severidad de los tratamientos de preservacion a aplicar.
Valores bajos de pH constituyen un estrés adicional favoreciendo la destruccién
de microorganismos, aspecto de particular importancia cuando se quieren

obtener derivados minimamente procesados.

Tabla 1.5. Valores minimos de °Brix y acidez permitidos de jugos de fruta y niveles
aportados de acido ascoérbico.

Parametro Naranja Manzana Meldn Frutilla
° Brix! 11,2- 11,5 8,0 7,5
11,8
Acidez? (ac. citrico 0,5 0,4 0,03 0,65

anhidro %om/m)

Acido ascoérbico’ 50 4 32 60
(mg/100 mL)

" CODEX Alimentarius (2005). 2 Ministerio de Salud y Proteccién Social (2013).
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1.7  Obtencion de jugos frutales

El método de extraccion del jugo influye en las caracteristicas fisico-
quimicas y sensoriales del jugo resultante. Existen diferentes procedimientos
segun el tipo de fruta (Tabla 1.6, FAO, 2001). En el procedimiento de
extraccion inevitablemente se ponen en contacto numerosos componentes y
sistemas enzimaticos, originariamente alojados en diferentes compartimentos,
que pueden determinar reacciones y variaciones negativas en el color, sabor y

aroma.

Tabla 1.6. Procedimiento de obtencidn del jugo segun las caracteristicas de la fruta

Fruta Tipo Procedimiento
Naranja Firme, Semillas y cascara Escariado, prensado de
no comestible pulpa
Manzana Firme, Semilla no Molienda gruesa, prensado
comestible
Meldn Suave, semillas y cascara Pre-pelado, prensado de
no comestibles pulpa
Frutilla Suave, todo comestible Cortado, molienda,
prensado

Existen distintos tipos de prensado que afectan la calidad y el
rendimiento del jugo obtenido (FAO, 2001). El prensado en frio involucra la
utilizacion de una prensa hidraulica que lentamente extrae elevados niveles de
nutrientes del producto gracias a la aplicaciéon de una corriente de aire de muy
baja temperatura. El mayor beneficio de esta metodologia es que genera un
elixir completamente libre de pulpa, lo cual lo hace muy facil de digerir y
absorber (Helms, 2014). Este tipo de prensado genera menor rendimiento y

color méas claro que el prensado en caliente. Este Gltimo involucra la aplicacién
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de calor durante un dado tiempo determinado y se obtiene un gran rendimiento
de un jugo con un color fuerte y homogéneo.

La operaciones post-extracciébn abarcan la clarificacidbn enzimatica,
centrifugacion, filtracion, homogenizacion, desaireacion, concentracion,
recuperacion de aromas, pasteurizacion, almacenamiento y envasado. El tipo
de operacion a aplicar depende del tipo de jugo que se desee obtener. En la
Figura 1.2a se muestra, a modo de ejemplo, los distintos procesamientos

aplicados para obtener los distintos jugos de manzana.

1.7.1 Sidra de Manzana (“Apple cider”)

En este apartado se hace una breve mencién al jugo integral sin
pasteurizar, comercializado como “apple cider” en los EE.UU y Canad4,
debido a la confusidén 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), la gran mayoria de estos
productos se somete a despectinizacion (jugo clarificado). En la Figura 1.2b se
muestra la diferencia en la apariencia de los dos productos, siendo evidente la
turbidez de la sidra de manzana. 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 y maceracién de las
manzanas. Luego, se emplea una tela en la cual se envuelve el procesado de
manzana. A continuacién, una prensa hidraulica exprime la masa de las
manzanas envueltas en la tela y finalmente se obtiene el jugo denominado
“sidra de manzana”, el cual se envasay se refrigera.

La sidra de manzana es un producto de vida util corta, de dos semanas
aproximadamente, ya que las levaduras que naturalmente contiene en pocos
dias empiezan a fermentar el jugo y dan origen a la bebida alcohdlica que se
conoce a la mayoria de los paises “Hard Cider” (EE.UU.) y que no
corresponde a las caracteristicas del producto descripto en este apartado. La
sidra de manzana hasta la década de los ochenta se consideraba un producto
seguro debido a su naturaleza acida. Desde entonces, sin embargo, varios
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brotes de ETAs (enfermedades transmitidas por alimentos) implicaron a este

producto y se empezaron a tomar medidas adicionales para asegurar su

inocuidad.

Figura 1.2. a) Esquema que resume la elaboracién de distintos tipos jugo de
manzana. b) Jugo de manzana clarificado (derecha) y Jugo de manzana integral o

sidra de manzana (izquierda)
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Figura 1.2. Continuacion...

b)

1.8 Ecologia microbiana de frutas y derivados.

La microflora de los frutos frescos esta constituida por una poblacion
primaria 0 nativa cuya presencia y cantidad difiere con el area geogréfica,
condiciones climaticas, tratamientos con agroquimicos, cultivar y aun de las
distintas partes del fruto (Bracket, 1999). Las causa del deterioro microbiolégico
en naranja entera es principalmente fungica, producida en mayor grado por
Penicillium digitatum; Penicillium italicum, Alternaria citri, Fusarium spp. y
Trichoderma viride (Ferreyra, 2004), mientras que en frutillas los hongos mas
encontrados son Botrytis cinerea, Alternaria, Cladosporium,  Penicillium,
Fusarium y Rhizopus. El meldn también es deteriorado principalmente por
Rhizopus y la manzana por Penicillium, Botrytis, Colletetrichum, Mucor y
Monilinia (Barth y col., 2009). Otros microorganismos deteriorativos menos
frecuentes son mohos de los géneros Trichoderma, Aureobasidium pullulans 'y
algunas levaduras (Tournas y Katsoudas, 2005). Una microflora secundaria
(hongos, bacterias, parasitos, virus, etc) proveniente de fuentes externas,
puede contaminar los frutos durante las etapas de pre y postcosecha,
almacenamiento e industrializacion. Las posibles fuentes de contaminacion
precosecha incluyen: suelo, agua de riego, agua utilizada para la aplicacion de
insecticidas y fungicidas, abonos a partir de deshechos animales, insectos,
pajaros, animales domésticos. La contaminacion postcosecha puede provenir
de la manipulacién, equipamiento de cosecha, contenedores, transporte,
equipamiento de proceso, insectos, etc. Janisiewicz y col., (1999) demostraron
que la mosca de la fruta resulté ser un buen vector para la contaminacion de

manzanas con danos superficiales, con una cepa de E. coli O157:H7 marcada
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con fluorescencia. El proceso de lavado de la fruta sana, que tiene lugar previo
a la extraccién del jugo, elimina mayoritariamente la flora secundaria y en
mucha menor medida a la flora primaria. De este modo, restos de la flora
microbiana puede introducirse en el jugo.

Los jugos concentrados y los jarabes de fruta (con aw reducida y alta
concentracion de azucar) son alterados por hongos y levaduras osmofilicos
tales como Zygosaccharomyces bailii y Z. rouxii, Aspergillus Niger, Eurotium
spp. Y Penicillium spp. (Pitt y Hocking, 1997, Gould y Jones, 1989), Candida
spp, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula spp., Brettanomyces intermedis,
Schizosaccaromyces pombe, Totulopsis holmii, Debaryomyces hansenii, Pichia
membranifaciens) (Arias y col., 2002, Stratford y col., 2000). La fermentacion
acética o lactica, producida por bacterias heterofermentativas de los géneros
Lactobacillus y Leuconostoc, y homofermentativas del género Pediococcus
ocurre principalmente en el rango de 32 °C a 35 °C, dando como resultado la
produccién de acido lactico, acido acético, etanol, CO2, y eventualmente
diacetilo y mucilagos, provocando la opalescencia del jugo, formacion de
burbujas, aspecto gomoso y/o sabor anormal a manteca (Ferreyra, 2004). Esta
contaminacién proviene de la superficie de las frutas y la no adecuada
sanitizacion del equipamiento utilizado para el procesamiento. La refrigeracion
(0-5 °C) retarda pero no previene del deterioro de los derivados frutales.

Hace ya algunos arios se ha identificado una bacteria emergente
deteriorativa en productos derivados de frutas contaminados, como jugo de
manzana envasado asépticamente y jugo de naranja: Alicyclobacillus
acidoterrestris (Wisotzkey y col., 1992). Este microorganismo no patégeno, es
esporoformador, termoaciddfilo y esta caracterizado por tener acidos grasos w-
aliciclicos como principal constituyente lipidico de la membrana, a diferencia de
Bacillus acidoterrestris. La deteccidon visual de la contaminacién es dificil,
debido a que no produce gas durante el desarrollo y por lo tanto, no se hinchan
los contenedores. A. acidoterrestris es considerado microorganismo alterador
debido a que produce a partir de la vainillina (Smit y col.,, 2011) 2-6
dibromofenol y 2-metoxifenol (guaiacol), los cuales en pequefas cantidades
(ppb), provocan malos olores y sabores (Oteiza, 2011). Este microorganismo
ha sido aislado de varios jugos acidos como manzana, tomate, uva blanca,

naranja y anana (Bevilacqua y col., 2010).
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El nimero reportado de brotes de infecciones humanas asociadas con
el consumo de frutas, vegetales y jugos de fruta no pasteurizados se ha
incrementado en los ultimos afnos. Las posibles causas comprenden cambios
en los habitos alimentarios, métodos de produccidén y procesamiento, fuentes
de produccion y la emergencia de patdgenos que previamente no se reconocia
que estuvieran asociados con materias primas frutihorticolas (Beuchat y Ryu,
1997).

La supervivencia y crecimiento de un patdégeno en estos productos estan
determinados por sus capacidades metabdlicas, pero sus manifestaciones
pueden estar fuertemente influenciadas por factores intrinsecos y extrinsecos.
Por ejemplo, el desarrollo de hongos puede producir incremento del pH,
aumentando las probabilidades de crecimiento de bacterias patdgenas.

Los alimentos &cidos, como los jugos de fruta, no fueron reconocidos
como vehiculo de enfermedades transmitidas por alimentos, hasta que
recientemente (desde 1991) se documentaron varios brotes de Escherichia coli
0O157:H7, diferentes serotipos de Salmonella enterica y el parasito protozoario
Cryptosporidium parvum asociados a jugo de manzana y jugo de naranja no
pasteurizados, en los Estados Unidos y Australia (Mazzotta, 2001;
Sivapalasingam y col., 2004; Vojdani y col., 2008) y L. monocytogenes en
tomate, apio y lechuga (Ho y col., 1986). Estos incidentes llevaron a que la
Administracién Federal de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA)
estableciera normativas a implementarse a partir de 2002 para asegurar la
sanidad de estos productos, segun el tamafo de la planta productora. Los
requerimientos incluyen la implementacién de los principios del Andlisis de
Riesgos y Puntos Criticos de Control (HACCP) en la produccion de jugo fresco,
y la aplicacién de tratamientos que aseguren la reduccién de al menos 5 ciclos
logaritmicos del microorganismo de significacién publica identificado como el
mas resistente al tratamiento particular aplicado (FDA, 2001). La norma no
especifica el tipo de tratamiento a aplicar, sino que considera la letalidad
acumulada por la utilizacibn de mas de un tratamiento, posibilitando la
aplicacién del concepto de barreras y la obtencion de productos minimamente
procesados. HACCP es obligatorio tanto en EE.UU 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

24



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, ademas, con garantias
de inocuidad en sus procesos mediante el aval del Estado o de certificadoras
de reconocimiento internacional. En nuestro pais, aunque el requerimiento de
plan HACCP no es obligatorio, el SENASA homologa los sistemas para
productos elaborados de origen animal. Para el resto de los alimentos el aval
sblo puede conseguirse a través de una certificadora privada.

La guia desarrollada por la FDA incluye una lista de “microorganismos
pertinentes”, dentro de los que se encuentra L. monocytogenes (FDA, 2002).
Listeria monocytogenes es un bacilo gram-positivo no formador de esporos
patdégeno, ampliamente distribuido en el ambiente y que se encuentra asociado
con la suciedad, heces de pgjaros y animales y, aguas servidas (Beuchat,
2002). Histéricamente, los brotes de listeriosis han sido asociados
primariamente a carnes listas para consumo, debido a la resistencia de L.
monocytogenes a las sales y nitritos usadas como preservadores; a productos
lacteos por su resistencia a las temperaturas de refrigeracién; y al de consumo
de productos inadecuadamente calentados o recontaminaciéon de alimentos
pasteurizados (Yuste y col.,, 2002). También se ha demostrado que L.
monocytogenes tiene mayor resistencia térmica que otros patégenos como E.
coliO157:H7 y Salmonella (Baumann y col., 2005).

Aunque la listeriosis humana es esporadica, se han reportado casos con
consecuencias severas en nifos menores de 1 afo, mujeres embarazadas,
adultos inmunodeprimidos y ancianos. Las manifestaciones de la enfermedad
incluyen meningitis, abortos y septicemia perinatal. En los casos
diagnosticados, la mortalidad es del 30%, afectando especialmente a ancianos
y recién nacidos. La mayoria de los individuos saludables sélo presenta
sintomas menores como nauseas, diarrea y/o fiebre no muy alta. En muchos
casos estos sintomas, similares a los de una gripe, pueden no ser atribuidos a
una enfermedad transmitida por alimentos (ETA), por lo que la mayoria de los
casos de listeriosis no son reportados (Hoffmans y col., 1997).

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
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(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, anana y uva blanca (pH 3,6 a 5,5)
(Oyarzabal y col., 2003).

La supervivencia de este patdégeno 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
Higgins, (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 108 UFC/mI a niveles indetectables fue de 20 dias a 4 °C y de
5 dias a 30 °C. Por otra parte, Ferrante y col. (2007) demostraron que L.
monocytogenes puede sobrevivir en jugo de naranja luego de ser tratado
térmicamente a 45 °C durante 50 min. Por lo tanto, en productos de alta acidez
refrigerados puede encontrarse Listeria y puede producirse una masiva
contaminacién si estos alimentos son consumidos en un periodo corto de
tiempo.

Se ha comprobado que bacterias patdbgenas como Listeria'y Salmonella
no crecen activamente en jugo de fruta con pH < 4,4, pero si pueden sobrevivir
y adaptarse al ambiente acido (Parrish, 1998). Esta bien documentado que la
adaptacién de estos patégenos al medio acido, aumenta la tolerancia a
condiciones de crecimiento desfavorables y extiende su supervivencia,
pudiendo incrementar también su resistencia térmica. Mazzotta (2001) estudié
la inactivacion térmica (56 a 62 °C) de E. coli O157:H7, Salmonella y L.
monocytogenes en jugos de manzana, naranja y uva blanca ajustados a pH
3,9, a partir de cultivos en fase estacionaria y cultivos adaptados al medio
acido. Este autor demostrdé que la adaptaciéon al medio acido incrementé la
resistencia térmica de los tres patégenos a todas las temperaturas evaluadas, y
que dicho aumento de los valores de tiempo de reduccion decimal (D) fueron
mayores en los casos de L. monocytogenes y E coli O157:H7, resultando la

primera mas resistente a temperaturas de tratamiento mayores a 65 °C.

1.9 Métodos de preservacion de jugos frutales mas utilizados
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Existen numerosos métodos de preservacion de los jugos frutales que
involucran métodos tradicionales como el tratamiento térmico, concentracion,
deshidratacion por congelacién, refrigeracién, tratamientos quimicos, filtracién
por membranas, y emergentes como la aplicacion de altas presiones
hidrostaticas, campos eléctricos pulsados o la luz UV-C (Root y Barrett, 2005).
Debido a la amplisima variedad de tecnologias existentes para la preservacion
de jugos, a continuacion sélo se describirdn los métodos térmicos tradicionales

y algunas tecnologias emergentes.

1.9.1 Tratamiento térmico

En la actualidad, la aplicacién de calor es el método de procesamiento
mas comun a nivel mundial, por su habilidad de inactivar microorganismos y
enzimas deteriorativos (Rawson y col., 2011). El tratamiento térmico de un
alimento depende de: la termorresistencia de los microorganismos y enzimas
presentes en el alimento, la carga microbiana inicial que contenga el alimento,
el pH del alimento y el estado fisico del alimento. En el caso de los jugos,
existen diferentes tratamientos, los cuales difieren en la temperatura y el tiempo
de proceso empleados (Tabla 1.7). Los mismos se emplean de acuerdo con los
requerimientos de las autoridades sanitarias de regulacion, la industria y el
consumidor. La pasteurizacién es un tratamiento térmico que se utiliza desde
comienzos del siglo XX, la cual se convirti6 en una medida de seguridad
imprescindible para eliminar los posibles microorganismos patégenos
presentes en los jugos ademas de ayudar a prolongar su vida util reduciendo la
carga de microorganismos descomponedores. La pasteurizaciéon de los jugos
esta calculada para la reduccion de 5 ciclos logaritmicos de los oocistos de
Cryptosporidium parvum, siendo el mismo mas termoresistente que los

patégenos bacterianos.

Tabla 1.7. Tratamientos térmicos tradicionalmente utilizados en el procesamiento de
jugos (Renard y Maingonnat, 2012).
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Tipo de tratamiento Temperatura - Tipo de envasado
tiempo

Pasteurizacion (LTLT) 71 °C por 3 s para jugo No Aséptico
de naranja y 6 s para
jugo de manzana

Pasteurizacion (HTST) 95-98 °C por 15-30 s No Aséptico
Ultrapasteurizacion (UHT) 138 °C por 2 s No Aséptico

La pasteurizacion HTST, de sus siglas en inglés “High Temperature
Short Time”, consiste en someter al jugo a una temperatura de entre 95 y 98
°C por 15 a 30 segundos, generalmente en equipos que disponen de
intercambiadores de calor donde la transferencia de calor tanto para el
tratamiento térmico como para el proceso de enfriamiento es muy eficiente.
Mediante este tratamiento se pueden procesar en forma continua grandes
volumenes de producto, y por ser un sistema cerrado, existe escasa
probabilidad de contaminacién del producto cuando se aplican buenas
practicas de procesamiento (Miller y Silva, 2012).

La ultrapasteurizacion o pasteurizacion UHT es un tratamiento a mayor
temperatura, en donde el jugo se somete durante por lo menos 2 segundos a
una temperatura de 138 °C, mediante un proceso térmico de flujo continuo, y
posteriormente es enfriado a menos de 5 °C y envasado en forma no aséptica
en envases estériles y herméticamente cerrados. Con este tratamiento térmico
se destruyen practicamente todos los microorganismos, las toxinas y las
enzimas mas termorresistentes. Si bien no se consigue una completa
esterilizacién (que es la ausencia total de microorganismos y de sus formas de
resistencia), se consigue la denominada “esterilizacién comercial”.

Las enzimas que deben ser inactivadas en los jugos frutales no estan
completamente establecidas. Sin embargo, la pectinmetilesterasa (PME), la
polifenoloxidasa y la peroxidasa generalmente estan presentes y son capaces
de ocasionar cambios indeseables. La PME es la mas predominante y la mas
resistente al tratamiento térmico (Miller y Silva, 2012). La PME hidroliza los
enlaces metiléster del polimero de pectina produciendo la liberacién de grupos
carboxilicos, que reaccionan con los iones Ca*? desestabilizando el sistema,
con la subsiguiente pérdida de turbidez (clarificacion con formacién de dos
fases) en el jugo natural y gelificacion en jugo concentrado (Sentandreu y col.,
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2005). La inhibicion de las enzimas estabiliza la pulpa en suspension,
manteniendo la turbidez de los jugos, factor de calidad importante para la
aceptacion por parte del consumidor. Los jugos de naranja con escaso
contenido en pulpa se tornan acuosos, de viscosidad reducida y son
considerados jugos de baja calidad. Sin embargo, las altas temperaturas
necesarias para la inactivacion de enzimas, donde la practica comercial
recomendada considera un tratamiento a 90 °C durante 60 segundos, tienen un
impacto negativo sobre otras caracteristicas sensoriales y nutricionales,
respecto del jugo fresco (Famworth y col., 2000). El dafio en las propiedades
sensoriales y nutricionales de los jugos procesados debido a la accion de
tratamientos térmicos tradicionales, ha centrado el interés en nuevos métodos
de preservaciéon sin el uso de calor o al menos sin la intensidad de los
tratamientos convencionales.

Numerosos estudios sobre las caracteristicas de los jugos frutales
tratados térmicamente, han permitido demostrar que si bien el tratamiento logra
aumentar el periodo de vida util de los jugos, su calidad desde el punto de vista
sensorial y nutricional se ve afectada en mayor o menor medida. El aroma
original de los jugos frescos se ve particularmente afectado por el tratamiento
térmico, el cual afecta el contenido de muchos componentes volatiles del jugo,
disminuyendo las concentraciones de ciertos compuestos tales como etil-
butirato, linalool, hexanal y decanal, y aumentando las concentraciones de
otros compuestos como a-terpineol y terpinen-4-ol. El etil-butirato y el linalool
son componentes importantes del flavor a naranja fresca, mientras que el a-
terpineol contribuye a la aparicion de olores desagradables. El estudio de este
efecto ha llevado a que se modifiquen algunas condiciones de proceso y a que
se adicione la fraccion volatil recuperada, particularmente durante la
concentracion del jugo, con el propésito de obtener un perfil aroméatico similar al
jugo fresco (Jordan y col., 2003). El jugo fresco exhibe concentraciones
mayores de &acido ascorbico y menor densidad que el jugo pasteurizado
(Famworth y col., 2000), factores que influyen tanto en la calidad nutricional
como sensorial del jugo. La oxidacion del acido ascorbico, compuesto
responsable de atributos sensoriales y nutricionales del jugo, depende del
tratamiento térmico utilizado, ademas de la presencia de oxigeno y de la luz
(Renard y Maingonnat, 2012). Por otra parte, los tratamientos térmicos

29



degradan los pigmentos responsables del color de los jugos frutales, como las
antocianinas, carotenoides y betalaninas (Renard y Maingonnat, 2012).

Las autoridades sanitarias y los fabricantes estan enfocados en buscar
nuevos tratamientos no térmicos y/o disminuir la severidad de los tratamientos
térmicos tradicionales, a modo de mejorar las propiedades organolépticas y
nutricionales de los jugos, debido a la demanda de jugos frescos y sin
pasteurizar. Esta busqueda es aun un desafio sin cumplimentar debido a que
se ha reportado una mayor incidencia de contaminacion de jugos frutales con
E. coliO157:H7. Ademas, ha habido un incremento en el consumo de jugos de
frutas tropicales como el jugo de melén, que estan caracterizadas por presentar
menores valores de acidez que los jugos citricos y de manzana tradicionales, lo
que provoca un foco adicional en el tipo de procesamiento que estos productos
deben recibir, dado que la alta acidez, es una barrera adicional para la

inactivacidon microbiana.

1.9.2 Tecnologias emergentes de preservacion

La demanda creciente de alimentos minimamente procesados que,
siendo seguros, conserven las caracteristicas nutricionales y respeten las
exigencias medioambientales, justifica el desarrollo de nuevas tecnologias para
la conservacion y transformacion de alimentos. Esta evolucién y desarrollo
estan obligando a las industrias alimentarias a adaptarse, por un lado, a nuevas
técnicas de produccién y, por otro, a las demandas del mercado. De esta
forma, aparecen procesos emergentes que utilizan tratamientos no térmicos y
que, por tanto, no danfan los componentes termosensibles de los alimentos.
Durante el procesamiento no térmico la temperatura del alimento se mantiene
por debajo de la temperatura que se utiliza normalmente en el procesado
térmico y por lo tanto, las vitaminas y nutrientes no experimentan cambios
severos, maximizando la retencién de las cualidades del alimento. En realidad,
los nuevos métodos no térmicos de conservacion de alimentos son objeto de
una intensa investigacién con el fin de evaluar su potencial como proceso
alternativo o complementario a los métodos mas tradicionales de conservacién
de alimentos. Entre las tecnologias emergentes que estan siendo investigadas
para el procesamiento de jugos, se encuentran: altas presiones (Deliza y col.,
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2005), ultrasonido (Ferrante, 2007), pulsos eléctricos (Toepfl y col., 2007),
pulsos de luz (Gémez y col., 2011), luz ultravioleta (Schenk y col., 2008), uso
de sanitizantes (Beltran y col., 2005), uso de antimicrobianos naturales (Chary
col., 2009), etc. El avance en el conocimiento sobre dichas tecnologias ha sido
impresionante en los uUltimos afnos, pero muchas de ellas se encuentran todavia
en estudio y su adopcion industrial es en muchos casos incierta, ya que se
requiere de mayores investigaciones de naturaleza basica y tecnolbgica
(Rajkovic y col., 2010). Un informe de la FDA (2000) realiz6 una evaluacién
critica de la informacién cientifica disponible acerca de las tecnologias
emergentes. Se analizaron los factores criticos de los procesos y se
describieron los aspectos mas relevantes a investigar para cada tecnologia
entre los que se destacaron la ausencia de protocolos experimentales
estandarizados para obtener datos cinéticos confiables y el desconocimiento
sobre los modos de accién de las distintas tecnologias y sobre la sinergia,
aditividad o antagonismo de la combinacion de procesos alternativos entre si o
con otros factores tradicionales antimicrobianos. EI Comité Asesor Nacional
sobre Criterios Microbiologicos para Alimentos de los Estados Unidos
(NACMCF, 2004), establecid6 ademas, una serie de requisitos para generar
equivalencias de varios métodos alternativos con la pasteurizacion. En el
mismo, se discuten para cada tecnologia emergente: los criterios cientificos
necesarios para establecer las equivalencias; la investigacion futura necesaria;
los microorganismos de importancia publica mas reconocidos; qué datos
deben ser adquiridos y que modelos deben ser utilizados para una correcta
validacion y que peligros biolégicos involucraria su utilizacién.

Segun la bibliografia, tecnologias emergentes como campos eléctricos
pulsados (PEF), altas presiones hidrostaticas (HHP), luz ultavioleta de onda
corta (UV-C), luz pulsada (LP) y ultrasonido (US) son las mas implementadas
para el procesamiento de jugos frutales. A continuacion se describen
brevemente las mismas. Las tecnologias emergentes presentan distinto grado
de desarrollo. En particular, existen actualmente numerosas aplicaciones
comerciales para la produccién de jugos frutales procesados por HPP (p.e.,
Suja®, Avomix®), mientras que a menor escala existen estudios de
investigacién sobre preservacion de jugos por tecnologia PEF a escala
comercial (Sampedro y col., 2013). Las aplicaciones industriales del US
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involucran desgasificacion de liquidos, extraccién, reacciones de sonocatélsis,
lavado de productos agricolas (Hielscher Ultrasound Technology®). En el caso
de LP, los estudios de investigacidén estan actualmente enfocados en el estudio
del procesamiento de jugos a escala laboratorio en sistema continuo (Mufioz y
col., 2011, 2012a y 2012b).

1.9.2.1 Campos eléctricos pulsados

La tecnologia PEF involucra la aplicacion de campos eléctricos pulsados
(10-50 kV cm™) de corta duracién (1-100 ps). Esta tecnologia se aplica a
temperatura ambiente o0 apenas por encima, con un minimo de calentamiento
del producto. El principio del tratamiento de PEF se basa en la electroporacién
que involucra la formacion de poros en la membrana celular como
consecuencia de la aplicacion de una corriente eléctrica en el alimento a
procesar (Aguil6-Aguay6 y col., 2012). La tecnologia PEF provee el potencial
de asegurar inocuidad y mantener las caracteristicas fisico-quimicas de los
jugos frutales. Este proceso logra una reduccién de 5 ciclos logaritmicos de la
mayoria de las bacterias patogénicas, sin embargo tiene efecto limitado en la
inactivacién de esporas (L6pez-Gémez y col., 2009). Asimismo, varios autores
reportaron que la tecnologia PEF tiene la habilidad de mantener las
caracteristicas de jugo fresco y natural. Por ejemplo, el jugo de naranja
procesado por PEF exhibié menor pardeamiento y retuvo mejor el color que los
jugos tratados térmicamente y que presentaron minimas alteraciones en el pH

y el contenido de soélidos solubles (Aguil6-Aguayo y col., 2012).

1.9.2.2 Altas presiones hidrostaticas

El tratamiento por HHP es un método de pasteurizaciéon fria que
involucra la aplicacién de presiones en el rango de 100 a 1000 MPa. Tiene la
capacidad de inactivar células vegetativas por ruptura de enlaces no covalentes
y la consecuente ruptura de membranas celulares (Lépez-Gomez y col., 2009).
El alimento a ser procesado por esta técnica se coloca en un recipiente capaz
de soportar las altas presiones, y es sumergido en agua, la cual actua como
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medio de transmision de la presién. La Figura 1.3 muestra un dispositivo de

procesamiento de alimentos por altas presiones.

Figura 1.3 Equipo para procesamiento de alimentos por altas presiones

Los jugos son procesados en un sistema semi-continuo que tiene la
capacidad de procesar 600 L/h y que operan a una presion maxima de 400
MPa. La inactivaciéon microbiana por HPP se debe a modificaciones en la
permeabilidad y en el intercambio de iones de la membrana celular, cambios
en la forma celular, desnaturalizacion de proteinas y enzimas y disrupcion de
ribosomas. Existen actualmente jugos comerciales procesados por HHP que se
producen en Japdn, Francia Portugal, Reino Unido y Estados Unidos (Hogan y
col., 2005).

1.9.2.3 Luz UV-C

La radiacibn UV ocupa una banda ancha de longitudes de onda de la
regidbn no ionizante del espectro electromagnético, y se divide en varias
regiones (Figura 1.4a). Dentro de la regién UV, la longitud de onda corta (UV-
C) es la que causa el mayor dafno e involucra alteraciones de las moléculas de
ADN a través principalmente de la formacién de dimeros de pirimidinas (timina
y citosina) que se encuentran adyacentes, impidiéndose el apareamiento
normal de bases e imposibilitando la reproduccién (Figura 1.4b, Shama, 1999).
El dafio causado en el ADN es proporcional a la cantidad de radiacién UV a la

que ha sido expuesto.
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Figura 1.4. a) Espectro electromagnético. b) dafo ocasionado por la luz UV-C en el
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Las lamparas de UV-C de uso industrial emiten en la regién germicida de
254 nm que es la banda resonante de mercurio. La luz UV-C se comenz6 a
utilizar para la desafeccidon de superficies, pero con los afos comenzé a
aplicarse como tecnologia de preservacién de alimentos, dado que es un

proceso con numerosas ventajas:

A\

No aumenta significativamente la temperatura ni la humedad del
alimento

No se requieren quimicos consumibles

Tiene bajo consumo de energia

No favorece la formacion de sustancias extranas

No deja residuos quimicos ni radioactividad residual

No tiene restricciones legales

Tiene bajos costo de inversién, funcionamiento y mantenimiento

V V.V V V VYV V

Es eficiente para bacterias, hongos y levaduras.

La FDA y el Departamento de Agricultura de EEUU (USDA) han
concluido que la utilizacién de la luz UV-C es segura; y en el afio 2000, la
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FDA aprob6 esta metodologia como una alternativa a la pasteurizacion
térmica de jugos frescos (US FDA, 2000).

1.9.2.4 Pulsos de luz de alta intensidad

1.9.2.4.1 Definicion

La radiacién con luz pulsada (LP) es una técnica de descontaminacion
superficial que utiliza pulsos de corta duracion en un amplio rango de
longitudes de onda, rico en luz UV-C. La energia es magnificada al almacenar
la electricidad en un capacitor durante fracciones de segundo, y liberandola en
tiempos cortos (millones o centenares de fraccion de segundos) como pulsos
de luz de alta intensidad. El espectro de emisién abarca longitudes de onda de
la region ultravioleta (UV) al infrarrojo cercano (IR) (100-1100 nm) (Figura 1.4a
y 1.5a) (Gémez-Lbpez y col., 2007).

Las lamparas de LP contienen gas Xeno6n (Figura 1.5b) y se encuentran
conectadas generalmente a un mdédulo controlador mediante un cable de alta
tension.

Cuando se aplica el disparo del voltaje, el gas xendén que contiene la
lampara se ioniza. Si el voltaje es lo suficientemente alto, el gas xendn actua
como conductor y la descarga que se produce genera la emision de un pulso
de luz en la regiéon UV-visible.

Para disipar el calor generado en la lampara como asi también para
evitar la acumulacion de altos niveles de ozono producidos por las longitudes
de onda mas cortas, las lamparas se encuentran conectadas a un soplador, el
cual genera un flujo de corriente de aire filtrado que pasa continuamente por
dentro de la caja que contiene la lampara (Manual Xenon Corp., 2007). En la
Figura 1.6 se muestra el flujo de la generacion de pulsos de alta intensidad en
un dispositivo de LP (Palmieri y Cacace, 2005).
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Figura 1.5. a) Espectro de emisién de luz producido por un equipo de LP (Fuente:
Manual instructivo Xenon Corp., 2007.). b) Lampara de gas xenén utilizada por el
equipo de LP (Fuente: Claranor, Pulsed Light Sterilization)
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1.9.2.4.1 Efecto de la LP sobre los microorganismos

La inactivacion por LP puede atribuirse a diferentes mecanismos como
el fotoquimico, fototérmico y/o fotofisico. El efecto germicida de la luz UV
(efecto fotoquimico) se debe principalmente a la formacion de dimeros de
pirimidina, especialmente de timina. Dicha dimerizacién inhibe la formacion de
nuevas cadenas de ADN durante el proceso de replicacién, lo que conlleva a la
inactivacién celular (Gomez-Lopez y col., 2007). Por otra parte, el efecto
fototérmico se refiere al dano ocasionado por un incremento en la temperatura
local de los microorganismos durante tratamientos prolongados de LP.
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Figura 1.6. Circuito de wun sistema de LP
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Este sobrecalentamiento momentaneo se produciria por una diferencia en la
absorcién de luz UV entre el microorganismo y el medio circundante, lo cual
provocaria un flujo de vapor que danaria la membrana plasmatica y
provocando la inactivacién. Por ultimo el efecto fotofisico, implica dafios
estructurales como dafno en la pared celular, encogimiento de membrana,
elucion del contenido intracelular, vacuolas expandidas, entre otros,
provocados por la constante perturbacion de los pulsos de alta intensidad
(Krishnamurthy y col.,, 2010). Todos estos mecanismos probablemente
coexistan entre si, y la relevancia de cada uno dependera de la fluencia y del
microorganismo (Gémez-Lépez y col., 2007).
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1.9.2.4.2 Equipos de LP disponibles en el mercado

En la Figura 1.7 se ilustra un equipo de esterilizacién por LP estanco, el
cual consta de un moédulo controlador, que aporta la fuente energia para la
lampara asi como el control de la operacidn del proceso de esterilizacidn; y de
la cdmara de esterilizacion, donde se encuentra la lampara de xendn confinada
a la unidad de la lampara, y es el sitio donde se coloca la muestra a tratar.

Por otra parte, también existen en el mercado equipos de LP de
procesamiento industrial para esterilizacion de tapones, envases, cuellos de
preforma y botellas (Claranor®). El equipo se compone de una caja éptica de 44
cm de alto y de un gabinete electronico situado a menos de 7 m de la linea
(Figura 1.8). El mismo se sincroniza con la linea para velocidades de hasta
90.000 botellas por hora (en funcidon del tamano del tapdn). Actualmente
existen mas de 100 instalaciones en funcionamiento en todo el mundo para la
esterilizacion de tapones, botes y cuellos de preformas en lineas de envasado

ultralimpio y envases de larga vida Gtil (Claranor®).

Figura 1.7. Equipo estanco de esterilizacion por LP (Xenon Corporation®)

Cabina conteniendo la
lampara de xenén

XENON

..
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Figura 1.8. Equipo de esterilizacion comercial por LP Claranor® a) caja éptica, b)
bastidor electronico

Caja oOptica
integrada en
la linea

1.9.2.4.3 Marco regulatorio

La FDA ha aprobado la utilizacién de la LP como método de procesamiento
de alimentos siempre y cuando se cumplan ciertos requisitos (FDA, 2014):

» La fuente de radiacion debe consistir de lamparas de xendn disenadas
para emitir radiacion en el rango de 200-1100 nm, y operar de tal modo
que la duracién del pulso no dure mas de 2 milisegundos.

» El tratamiento debera ser empleado para descontaminacién superficial.

» Los alimentos tratados por LP deben recibir el minimo tratamiento

posible para alcanzar el efecto deseado.

Segln la FDA, (1996) el tratamiento total no debe superar los 12,0 J/cm?.
Sin embargo, para la Unién Europea (UE), el tratamiento por LP cae en la
regulacion 258/97 correspondiente a nuevos alimentos y nuevos ingredientes
alimentarios (Union, 1997); por lo cual la UE no aprueba la tecnologia de LP en
si misma, sino a los alimentos e ingredientes especificos tratados mediante
esta tecnologia. Es por ello, que es necesario mejorar la legislacion respecto a

la utilizacion de la LP en la industria alimentaria.
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1.9.2.4.4 Susceptibilidad de los microorganismos

Anderson y col. (2000) y Rowan y col. (1999) reportaron que la
susceptibilidad de los microorganismos a la LP decrece en el siguiente orden:
bacterias Gram-negativas, bacterias Gram-positivas y esporas fungicas. En
contraste, Gomez-Lopez y col. (2005) no observaron un patrén de sensibilidad
a LP al estudiar una extensa coleccién de bacterias, levaduras y hongos.

1.9.2.4.5 Ventajas y limitaciones

Ha crecido el interés de aplicar LP como tecnologia de preservacion de
alimentos, por ser un proceso que cuenta con importantes ventajas. Entre ellas,
puede mencionarse el bajo tiempo de procesamiento comparado con la
aplicacién de luz UV continua (UV-C). Otra de las ventajas, en relacion a la
radiacion UV-C, radica en que se ha registrado mayor grado de destruccién a
nivel celular luego de la aplicacion de LP. Cheigh y col. (2012) observaron
mediante TEM que una suspension de L. monocytogenes en buffer fosfato,
tratadas con UV-C estanco (2,1 W/m?; 12 cm de distancia de la lampara)
presentd forma celular muy similar a las muestras control, a excepcion de que
la pared celular se observd un poco mas borrosa. En cambio, las muestras
tratadas con LP (376 W/m2, 12 cm de distancia de la lampara) revelaron
destruccion de las estructuras celulares, como la pared celular, la membrana
plasmatica y ruptura de la organizacion interna. Por otra parte, el tratamiento
por LP no deja compuestos residuales y no requiere de la aplicacion de
quimicos que causen danos ecoldgicos o que sean daninos para los humanos
(Gémez-Lépez y col., 2007).

Una de las principales desventajas que presenta la LP es el
calentamiento de las muestras a dosis de exposicién elevadas. Otra de las
limitaciones de esta tecnologia es su falta de penetracién en muestras opacas
y la atenuacion de luz por los microorganismos a altos niveles de
contaminacién, lo que hace que los microorganismos de capas superiores

absorban una gran proporcién de los rayos, haciendo que sea muy dificil
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inactivar a los que se encuentran en las capas inferiores (efecto “sombra”)
(Gémez-Lépez y col., 2007)

Tal como se describié en la seccién 1.9.2.3, la aplicacién de luz UV-C
continuo tiene la ventaja respecto a la LP, que no afecta significativamente la
temperatura del alimento, ni su contenido de humedad, y por lo tanto no causa
dafo térmico al producto, tiene bajo consumo de energia, tiene bajo costo de
inversion y mantenimiento y no genera residuos toxicos. Sin embargo, LP tiene
como ventaja frente a la luz UV-C, la corta duracion del pulso y las dosis mas
altas que brinda el sistema. Por ejemplo, Rice y Ewell (2001) para aplicar una
dosis de 4 J/cm?, requirieron de 3 h de aplicaciéon de luz UV-C, y sélo 40 s de
LP. Como desventaja adicional al calentamiento del sistema tratado por LP
respecto al UV-C, puede mencionarse la generacion de ozono que debe

evacuarse para evitar dafios en los operarios.

1.9.2.4.6 Factores que determinan la eficiencia del procesamiento por
LP

El factor mas importante que determina el efecto de la LP es la dosis
incidente en la muestra. Debe destacarse que la energia emitida por la ldmpara
es diferente de la energia incidente en la muestra ya que depende de la
distancia a la cual esta el blanco y el medio de propagacion de la luz (agua,
aire, jugo). Cuanto mas cerca esté la muestra de la fuente de luz, mayor es la
efectividad del tratamiento. El grosor de la muestra también es un factor
limitante para la inactivacién microbiana, debido a la poca penetrabilidad de la
luz UV. Por otro lado, el nivel de contaminacion también afecta la eficiencia del
tratamiento debido a la atenuacién de la luz por parte de los microorganismos
de las capas superiores (efecto “sombra”). Respecto a alimentos fluidos y
suspensiones microbianas, el liquido absorberd luz dependiendo de su
coeficiente de absortividad y la profundidad. En este caso, se debera promover
en flujo del fluido de manera tal de ubicar al alimento lo mas préximos a la
fuente de luz y alcanzar de esta manera, una exposicién lo mas uniforme

posible.
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1.9.2.4.7 Cuantificacion

Cuando se quiere evaluar la intensidad de luz emitida por la lampara
generalmente se utiliza la irradiancia o tasa de fluencia. La irradiancia es
definida como la potencia de radiacidn total incidente que llega de todas las
direcciones a un elemento de superficie. Sus unidades son W/cm?2. El término
“‘dosis de LP” es utilizado universalmente en la literatura y se obtiene
multiplicando la irrandiancia o tasa de fluencia, si se mantienen constantes, por
el tiempo de exposicidn a la radiacion (Joule). Sin embargo, la dosis de LP, es
un término que en otros contextos es usado para describir la energia total
absorbida. En esta tesis, se empleara como se usa habitualmente, el término
dosis de LP para referirse a la luz incidente sobre la muestra expresada en

J/iecmz.

1.9.2.5 Ultrasonido de alta intensidad

1.9.2.5.1 Definicion

El ultrasonido (US) se refiere a ondas de presidén con una frecuencia de
20 kHz o mas (Figura 1.9). Segun el rango de frecuencia, las aplicaciones del
US en el procesamiento de alimentos, andlisis y control de calidad pueden
dividirse en baja y alta energia. El US de baja intensidad involucra frecuencias
mayores a 100 kHz e intensidades menores a 1 W/cm?2, y puede ser utilizado
para detecciones no invasivas (procesos de control), caracterizacion fisico-
quimica de las propiedades de los materiales (Awad y col.,, 2012). Las
aplicaciones del US de baja intensidad incluyen estimulacion de células vivas,
limpieza superficial de alimentos, cristalizacion, emulsificacién, filtracidn,
secado (Knorr y col., 2004). Por otro lado, el US de alta intensidad involucra
intensidades mayores a 1 W/cm? y frecuencias comprendidas entre 20 y 100
kHz, y se ha utilizado para desgasificacion de alimentos liquidos, induccion de
reacciones de Oxido-reduccidn, extraccion de enzimas y proteinas, inactivacion
enzimatica, induccién de la nucleacion y cristalizacion (Knorr y col., 2004). En
particular, el US de alta potencia tiene la habilidad de provocar la cavitacion,
efecto que tiene como aplicacién la inactivacion microbiana (Piyasena y col.,
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2003). Cuando una onda de sonido penetra en un medio liquido genera ondas
longitudinales, las cuales se propagan en el liquido generando alternativamente
zonas de compresidn y expansién. A altas intensidades, los ciclos de
expansion pueden exceder las fuerzas de atraccion de las moléculas del liquido
permitiendo la formacion de burbujas de cavitacidon. Dichas burbujas aumentan
su tamano durante los ciclos de expansiéon hasta un limite de absorcion de
energia, donde implosionan violentamente. La implosion genera un punto
caliente (hotspot) donde las temperaturas alcanzan hasta 5000 K y presiones
de 2000 atmosferas (Mason y col., 2005) (Figura 1.10). Esto ultimo seria la
causa de la accion germicida del US de alta intensidad.

Figura 1.9 Rango de frecuencias del sonido
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Figura 1.10 Generacién de una burbuja de cavitacion
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1.9.2.5.2 Parametros que afectan la efectividad del tratamiento por US

Diversos pardmetros pueden influenciar la efectividad del US, es por ello
que las condiciones de tratamiento deben ser elegidas cuidadosamente. Sin
embargo, las variables mas importantes son la frecuencia, la amplitud de las
ondas de US, la presion hidrostatica y la temperatura. A mayor amplitud,
aumenta la tasa de inactivacién, lo cual estaria asociado a un incremento en el
namero de burbujas sometidas al proceso de cavitacion por unidad de tiempo,
0 a un incremento en el volumen de liquido en donde la cavitacion puede
ocurrir (Suslick, 1990). Respecto a la presion hidrostatica, se observa un
incremento en la tasa de inactivacion hasta alcanzar determinado punto en que
disminuye la letalidad con el aumento de la presion (Condoén y col., 2005).

También se ha demostrado que la composicién del medio influye en la
resistencia microbiana, dado que ésta es mayor en alimentos respecto a
medios de cultivo. El efecto del pH es controversial ya que algunos autores han
reportado que este factor carece de influencia, mientras que otros si (Condon y
col., 2005).
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1.9.2.5.3 Efecto sobre los microorganismos

El mecanismo de inactivacion microbiana se debe al principio de
cavitacion, donde las burbujas implosionan generando altas temperaturas y
presiones en el punto de colisién. Por otra parte, estas condiciones de alta
temperatura y presion pueden producir la disociacién del vapor de agua en
radicales OH y atomos de H, que pueden generar dafo oxidativo y promover la
letalidad microbiana (Condén y col., 2005).

Las diferentes especies de microorganismos difieren en su resistencia al
US. Las células Gram-positivas son mas resistentes que las Gram-negativas.
Ademas, los cocos resultan mas resistentes que los bastones, los anaerobios
mas sensibles que los aerobios, y las esporas mas resistentes que las células
vegetativas (Mason y col., 2005). EI mecanismo de inactivacion es debido
principalmente al adelgazamiento de la pared, calentamiento localizado y
produccién de radicales libres por la sondlisis del agua (Piyasena y col., 2003).
Muchos parametros influencian el efecto de la sonicacion (concentracion de
sélidos, temperatura, intensidad de la implosidn, viscosidad del medio,
geometria de la camara, etc). Estos parametros parecen tener un valor 6ptimo
para la cual la cavitacion es maxima. Por ello, las condiciones de aplicacion de
US deben ser cuidadosamente controladas para tener un maximo efecto
(Guerrero y col., 2001).

La aplicacion individual del US no suele ser muy efectiva en la
inactivacién de microorganismos, dado que se requiere de muy largos tiempos
de procesamiento, lo cual puede modificar las propiedades nutricionales y
sensoriales de los alimentos. En particular, largos tiempos de sonicacidn
producen desnaturalizacion de proteinas y los radicales libres que se generan
modifican el sabor de los productos frutales y con alto contenido de grasas
(Ross y col., 2003). Sin embargo, se ha visto que su combinacién con otras
tecnologias tradicionales o emergentes (antimicrobianos naturales o sintéticos,
temperaturas moderadas, UV-C), aumentan la inactivacion observada en una
amplia variedad de microorganismos (Guerrero y col., 2001 y 2005; Ferrante y
col., 2007; Char y col., 2010).
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1.9.2.5.4 Equipos de US

1.9.2.5.4.1 Escala laboratorio

En la Figura 1.11a se muestra un equipo de US a escala laboratorio
para el tratamiento de muestras liquidas, el cual consta de un sistema de
punta o sonda de titanio que introduce vibraciones directamente a la muestra
(Figura 1.11b) (Mason y col., 2005).

1.9.2.5.4.2 Escala industrial

Un equipo de US industrial puede procesar aproximadamente de 10 a 50
litros por hora y pueden funcionar continuamente durante 24 horas a 7 dias, si
es necesario. El liquido es bombeado al reactor (vidrio o acero inoxidable). Alli
se expone a una sonicacién intensa definida antes de que llegue a la salida de
la célula del reactor. Con el fin de enfriar el material sensible al calor durante la
sonicacion, las células de flujo son con camisa para mejorar la disipacion de
calor. En la Figura 1.11a se muestra un dispositivo ultrasénico de flujo continuo

para el procesamiento de grandes volumenes.

Figura 1.11. Sistema de sonda de US (a). Dispositivo ultrasénico a escala laboratorio

(b)
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Cuando se ha optimizado el proceso ultrasénico, los parametros de
proceso ideal pueden ser linealmente escalados a tamano de la produccion. La
capacidad de proceso puede ser calculada precisamente sobre la base de los
resultados obtenidos durante la optimizacidn (Figura 1.12b).

Figura 1.12. Dispositivo de US de flujo continuo a escala industrial (a)
(Hielscher®). Etapas de optimizacién para la produccién comercial (b)

Y ',‘ Factibilidad Opfimizacion Produccion
comercial

1.10 Tecnologias combinadas de preservacion

Se estima que en los paises en desarrollo, las pérdidas postcosecha
exceden el 30 % debido a la falta de infraestructura o a una infraestructura
inadecuada para el manipuleo, almacenamiento y elaboracién eficiente de la
produccién agricola, el alto costo de las tecnologias de procesamiento y la falta
de informaciéon o de un apropiado conocimiento técnico de los procesos. Las
tecnologias combinadas que no requieren el uso de equipo, materiales y
procedimientos sofisticados y que son relativamente simples comparadas con
las tecnologias tradicionales, son una alternativa interesante para la
preservacion de frutas y hortalizas (Alzamora y col., 2004).

El objetivo de las tecnologias de obstaculos es seleccionar y combinar
factores de preservacién o barreras de forma tal que la estabilidad y seguridad
microbiolégica puedan ser garantizadas, reteniendo las caracteristicas
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nutritivas y la aceptacion sensorial (Leistner, 1992). Este método usa varias
barreras que separadamente pueden no dar una adecuada preservacion, pero
que cuando se las combina pueden brindar la proteccién necesaria. Las
barreras pueden incluir la disminucién de la temperatura, pH o actividad de
agua (por adicion por ejemplo de NaCl o azucares); el calentamiento minimo; o
la adicion de antimicrobianos (Alzamora y col., 2015). Para que este concepto
sea aplicado exitosamente, es necesario cuantificar la influencia de los distintos
factores sobre el crecimiento microbiano.

La aplicacion de este concepto ha sido muy exitosa en los ultimos afos,
dentro del conjunto de tecnologias de preservacion de minimo procesamiento,
y ello ha sido posible debido a los grandes avances ocurridos en el
conocimiento del modo de accion de los distintos factores de preservacion y de
su interaccion en los microorganismos (Alzamora y col., 2005b; Alzamora y
col., 1995), 1993; Rojas y col., 1994).

La estabilidad u homeostasis del medio interno (composicion y volumen
de los fluidos) es vital para la supervivencia y el crecimiento de los
microorganismos. En los alimentos preservados por factores combinados, la
homeostasis activa de los microorganismos vegetativos y la homeostasis
refractaria pasiva de las esporas se interfieren en “un numero de sitios” o de
“manera cooperativa”, utilizando una combinacién de factores de conservacion,
aplicando cada uno de ellos en forma no letal, disminuyendo la severidad de
los tratamientos. Por ejemplo, en el caso de células vegetativas, se reduce la
disponibilidad de energia (removiendo Oz, limitando nutrientes, reduciendo la
temperatura) y/o se incrementa la demanda de energia (reduciendo aw y pH,
anadiendo compuestos activos a nivel de membrana). Para esporas, se trata
de dafar estructuras claves ya sea por ataque quimico, enzimatico o fisico
sobre el cértex o provocar la germinaciéon de las mismas (con “falsos
disparadores”, por aplicacion de altas presiones, etc.) (Gould, 1995).

El disefio inteligente de combinaciones de tecnologias pueden ser
utilizadas para demostrar las interacciones intrinsecas entre los factores de
preservacion. Las interacciones antagoénicas pueden ocurrir cuando dos 0 mas
factores de preservacion interacttan a modo de disminuir los efectos
combinados esperados de las observaciones de la efectividad individual de

dichos factores. Las interacciones sinérgicas ocurren cuando la combinacion
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de factores de preservacién producen una mayor accién inhibitoria que lo
esperado por la accién individual de los factores. Los efectos aditivos e
indiferentes estan comprendidos entre las tendencias antagoénicas y sinérgicas.
El primer concepto se refiere a la inactivacion obtenida cuando la combinacion
de las barreras resulta en la adicidn de las barreras aplicadas de manera
separada; mientras que el segundo concepto se refiere a que el efecto
combinado no excede o es igual al mayor efecto individual. La seleccion
racional de barreras a aplicar en cuanto al tipo e intensidad, debiera resultar en
una interaccion sinérgica mas que aditiva (Guerrero y col., 2015). Esto implica
que se obtiene un método de preservacion mas efectivo a partir de la aplicacién
de factores de estrés de pequena intensidad dirigidos a distintos sitios blanco
(preservacién multiobjetivo), en vez de la aplicacion de factores de estrés de
baja intensidad dirigidos al mismo sitio blanco. La seleccion de los factores de
estrés a combinar no es sencilla. En cuanto al crecimiento microbiano diversos
autores han concluido que los efectos de las combinaciones inhibitorias son en
general aditivos y no sinérgicos, excepto cuando un factor modifica un “blanco”
microbiano para hacerlo mas accesible al segundo factor, o bien cuando se
esta en la region de la interface “crecimiento-no crecimiento” (McMeekin et al.,
2010). En cuanto a la inactivacion microbiana, no estan todavia determinadas
las bases que soportan la aditividad o la sinergia. Sin embargo, en cualquiera
de los dos casos, las caracteristicas de aditividad o sinergia pueden depender
del patégeno que se esté considerando.

Como se coment6 anteriormente, este concepto de factores de stress en
combinacion no sélo se aplica a la estabilidad microbiolégica, sino que se hace
extensivo a la calidad total. También desde el punto de vista microbioldgico, el
concepto se ha tornado mas abarcativo y se refiere no sélo a la interferencia de
la homeostasis por barreras sinérgicas o aditivas sobre un mismo
microorganismo, sino a la aplicacion selectiva de factores de conservacion que
puedan ser efectivos contra un organismo especifico o un grupo de
microorganismos solamente. Es asi, que en los ultimos afos, un gran numero
de publicaciones en la literatura internacional se refiere a la utilizacién de este
concepto con distintas finalidades: optimizar tecnologias tradicionales;
desarrollar nuevos productos y como medida de seguridad o “back-up” para

asegurar la calidad microbioldgica de alimentos minimamente procesados.

49



En general, muchas de las tecnologias emergentes, aplicadas a niveles
tales que no impacten significativamente en la calidad del alimento, son
procesos que no alcanzan el equivalente de pasteurizacion y sélo pueden
pensarse en el marco de sistemas combinados o multifactoriales de
conservacion para lograr mayor reduccidén en la poblacidén microbiana y/o la
inhibicién del crecimiento de la flora resistente a alguno(s) de los factor(es) de
inactivacién (Guerrero y col., 2015). Pero poco se sabe del mecanismo de
accion cuando éstos se utilizan en forma combinada; ni tampoco sobre la
cinética de inhibicion/inactivacidén microbiana o el efecto de la intensidad de los
factores cuando se estan considerando las nuevas técnicas alternativas. La
combinacién de tecnologias emergentes esta tomando relevancia en productos
derivados de frutas como los jugos debido al bajo pH que caracteriza a este
tipo de alimentos, lo cual constituye un obstaculo adicional que coopera en la
estrategia de preservacion global (Alzamora y col., 2014).

La adopcion de altos estandares en el control de calidad, buenas
practicas de manufactura y el sistema HACCP son esenciales para asegurar la
calidad microbioldgica del producto. Mas aun, debido a los reducidos margenes
de seguridad, los distintos organismos de contralor internacionales han
recomendado el uso de “obstaculos” adicionales en el disefio de los sistemas
de preservacion tal que procesos, distribucion y almacenamiento no adecuados
puedan todavia garantizar productos microbiolégicamente seguros. Asi, el uso
de factores combinados juega un importante rol en la seguridad microbiol6gica
de aquellos productos donde los puntos criticos de control sean imposibles o

dificiles de controlar.

1.11 Algunas herramientas de estudio que contribuyen a la determinacion
de la inocuidad de productos preservados

Luego de la aplicacién de algun agente de estrés para reducir la
contaminacion microbiana, una parte de la poblacién puede sobrevivir sin
presentar dafo alguno, otra puede morir y otra puede estar subletalmente
dafiada (Wu y col., 2008). Esta subpoblaciéon recibe el nombre de células
viables no cultivables (VBNC), han sobrevivido a algun estrés pero le ocurren
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algunos cambios como a nivel de la pared celular y de la membrana
plasmatica, ribosomas, ADN, ARN y enzimas; siendo la membrana el
componente celular mas comunmente afectado. Son metabdlicamente activas
en cuanto a la respiracion y fermentacion, incorporan sustancias radioactivas,
sintetizan proteinas e incluso pueden ser mas virulentas que las células
crecidas en medio de cultivo; pero no pueden ser cultivadas en medios
convencionales de laboratorio (Rowan y col., 2015). Los microorganismos que
presentan dafo subletal son igualmente importantes que los que no presentan
dafno, dado que en condiciones favorables pueden resucitar y volver a tener un
funcionamiento normal. Se ha reportado que muchas de las tecnologias
emergentes inducen la existencia de VBNC (Ananta y col., 2005; Pataro y col.
2011; Rowan y col., 2015). Por lo tanto las condiciones de procesamiento a
aplicarse (dosis aplicada, matriz, nivel de contaminacion inicial, espesor de la
muestra, color, opacidad, condiciones de flujo, presencia de material
particulado) deben optimizarse de modo de obtener la mayor efectividad
(Pataro y col., 2011).

Hoy en dia existen diversos métodos matematicos e instrumentales para
ayudar a interpretar el comportamiento y los cambios estructurales que sufren
los microorganismos frente a un dado factor de estrés.

En esta tesis se utliz6 como herramientas la microbiologia predictiva, la
citometria de flujo y la microscopia electronica de transmision, las cuales se

describen brevemente a continuacion.

1.11.1  Microbiologia predictiva

Para obtener juicios confiables sobre la calidad del alimento, su vida util
y su seguridad, es necesario disponer de datos cuantitativos sobre los efectos
de los factores que afectan el crecimiento, la supervivencia o inactivacion de
los microorganismos patdégenos y/o deteriorativos pertinentes. Para describir
las interacciones entre varios factores de preservacion cuando actdan en
combinacién, una buena opcién es recurrir a los modelos matematicos

(Alzamora y col., 2005a).
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Los beneficios de modelar la conducta microbiana en los sistemas de
Evaluacion de Riesgos, HACCP e inocuidad de alimentos incluyen la prediccién
de la vida util, la evaluacién de los aspectos higiénicos en el procesamiento y la
distribucién y el establecimiento de los efectos de cualquier desviacion en el
proceso normal de manufactura. Algunas areas de aplicacién se detallan a
continuacién (Alzamora y col., 2005a).

= Prediccion de la inocuidad microbiologica: Permiten estimar el riesgo de
crecimiento o supervivencia de un patdgeno después de un periodo de
almacenamiento normal o en condiciones de abuso. Ayudan a establecer

fechas de vencimiento del producto.

= Control de calidad: Colaboran en la implementacion del sistema HACCP,
mostrando las condiciones ambientales que permiten el crecimiento o
supervivencia y el rango aceptable de las mismas, sugiriendo ademas
valores limites criticos (especialmente util en aquellos alimentos donde la
combinacién de varios factores es la responsable de la estabilidad).
Permiten evaluar las consecuencias cuando un punto critico sale fuera de

control. Permiten evaluar nuevos peligros.

- Desarrollo de productos: Permiten evaluar las consecuencias
microbiolégicas de cambios en la composicion de los productos y procesos y

comparar formulaciones nuevas y preexistentes.

- Educacion: Ayudan a explicar la conducta microbiana tanto a personal no
técnico como a estudiantes universitarios, mostrando el efecto de los
distintos factores ambientales de estrés y/o la importancia del control de los

puntos criticos del proceso.

- Anadlisis de datos y tareas de laboratorio: Permiten planear tiempos de
muestreo de productos y la necesidad o no de la realizacibn de ensayos
extensivos de laboratorio en distintas etapas de la cadena, procesos,
numero de replicados, etc., ahorrando esfuerzos y dinero.

- Evaluacion de riesgos: Permiten evaluar la probabilidad de que un
alimento cause enfermedad. A partir de la distribucién de frecuencias de la
concentracion inicial de un microorganismo patégeno, los cambios que sufre
ésta en el proceso y almacenamiento y la cantidad de alimento que es
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consumido, se obtiene una estimaciéon del numero total de patdégenos
ingerido. Unido esto a consideraciones de dosis infecciosas, puede
obtenerse la probabilidad de ocurrencia de infeccion y enfermedad.

Ademas de caracterizar las curvas de inactivacion, los modelos mas
modernos permiten la visualizacion de distribuciones poblacionales de la
inactivacién microbiana. Los modelos mas antiguos consideraban que cada
célula de la poblaciéon tenia el mismo grado de resistencia térmica y la
inactivacion se debia a la alteracion de un soélo sitio critico. O sea, existe
homogeneidad en la respuesta al estrés y el logaritmo de la poblacién celular
decrece linealmente con el tiempo de tratamiento cuando la intensidad del
tratamiento es constante. Por el contrario, los modelos mas modernos
consideran que existen variaciones fenotipicas en el grado de resistencia de las
células individuales de una poblacidn, y esta heterogeneidad es la responsable
de curvas de supervivencia no lineales. Para tener en cuenta esta no linealidad
se utilizan distribuciones para modelar la supervivencia como la distribucién

logistica, gamma, de Weibull, etc. (Coroller y col., 2006).

1.11.1.1 Clasificacion de los modelos matematicos

Se han propuesto varios esquemas para categorizar los modelos, uno de
ellos propone dividirlos en modelos de crecimiento y modelos de inactivacion
/supervivencia. Dentro de cada categoria se subdividen en modelos primarios,

secundarios y terciarios (Alzamora y col., 2005a).

Los modelos primarios describen cambios en la respuesta microbiana
con el tiempo en un ambiente especifico. El modelo puede cuantificar unidades
formadoras de colonia por mililitro o por gramo, formacion de toxinas, niveles
de sustrato o productos metabdlicos (que son medidas directas del
crecimiento); absorbancia e impedancia (medidas indirectas de la respuesta).
Una vez generada la curva de crecimiento o muerte microbiana, se utiliza una
funcion o ecuacion matematica para describir el cambio de la respuesta en
funcion del tiempo. Ejemplos de modelos primarios son: el modelo log-lineal,

que asume que todas las células de la poblacién presentan igual sensibilidad,
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con lo cual estas curvas de superviviencia resultan lineales. Otros modelos,
tienen en cuenta la suposicion de la existencia de subpoblaciones con diferente
resistencia dentro de una misma poblacién y permiten ajustar curvas de
inactivacion no lineales. Ejemplo de ello son los modelos de Cerf y de Coroller,
el primero ajusta para curvas bifasicas con comportamiento log-lineal y el
segundo es mas versatil porque tiene en cuenta diversas formas de curvas de
superviviencia (Coroller y col., 2006; Rowan y col., 2015). También existen
modelos que tienen en cuenta distribuciones de frecuencias como el modelo de
Weibull, que es la forma cumulativa de la funcién de probabilidad de las
resistencias microbianas individuales a un tratamiento (Geeraerd y col.,
2005).

Los modelos secundarios describen las respuestas de los parametros de
los modelos primarios frente a cambios en uno o mas factores ambientales
como temperatura, pH o aw. Ejemplos de modelos secundarios son el modelo
de Arrhenius y el modelo de la raiz cuadrada (modelo de Bélehradek), 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 inicialmente, comparar el efecto de
diferentes condiciones o0 contrastar el comportamiento de varios
microorganismos, por lo que permiten elegir al microorganismo blanco de
ataque en situaciones especificas de formulacién-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.

Las tendencias en microbiologia predictiva hasta la fecha han seguido
dos caminos: los modelos cinéticos, en donde se modelan y predicen
importantes parametros cinéticos del crecimiento o inactivacion microbiano,
tales como la fase lag, la velocidad y el alcance (limite) del crecimiento o
inactivacién; y los modelos probabilisticos, en donde los modelos se construyen

para predecir la “probabilidad” de que un evento ocurra, pero no proporciona
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informacion sobre la velocidad a la que se produce, como por ejemplo: la
germinacién de las esporas bacterianas o la produccién y concentracion de
toxina bacteriana después de un periodo de incubacion a tiempo fijo (McMeekin
y col., 2002).

1.11.1.2 Validacion de los modelos matematicos

Los modelos generales para crecimiento o inactivacién derivan
tipicamente de pruebas realizadas en medios de laboratorio con factores
controlados. Luego de recolectar un apropiado numero de datos
experimentales y aplicar los modelos primarios y secundarios, es importante
evaluar la exactitud de dichos modelos con nuevos datos y nuevas
combinaciones de factores. Existen de manera complementaria una bateria de
tests y métodos gréaficos que permiten validar de manera interna el modelo
seleccionado que se encuentran detallados en el Apéndice. Esto provee una
estimacion de la bondad de ajuste e indica si es que se necesitan y dénde
datos adicionales (Alzamora y col., 2005a).

El segundo paso en la validacion es comparar las predicciones con el
comportamiento real de los microorganismos en los alimentos. Esto muestra
las limitaciones del modelo y cuando un alimento en particular no es descripto
con exactitud, sugiere qué factores adicionales necesitan ser incluidos en el

modelo para incrementar su aplicabilidad.

La mayoria de los modelos desarrollados hasta el momento, se han
basado en datos determinados en medios de laboratorio. Por lo tanto no toman

en cuenta dos aspectos fundamentales:

a) el papel de la matriz alimentaria, que puede tanto aportar factores
inhibitorios adicionales, como interactuar con los factores de estrés
aplicados, disminuyendo su disponibilidad para actuar como antimicrobiano;

b) el papel de la flora competitiva.

Los modelos no se pueden usar con confianza para hacer predicciones

en alimentos hasta concluir con la validacion.
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1.11.1.3 Limitaciones

e Limitaciones estadisticas: Con condiciones marginales de crecimiento, la
variaciébn entre los replicados aumenta. Se utilizan transformaciones
matematicas para homogeneizar las variaciones en los modelos. La
transformaciéon logaritmica de los parametros en funcién del tiempo
frecuentemente genera valores que se encuentran mas cercanos a una

distribucién normal que si no se aplicara dicha transformacién (Whiting, 1995).

e Limitaciones bioldgicas: Es importante especificar claramente los limites del
modelo, es decir, para qué microorganismos puede aplicarse, qué factores, los
rangos de cada factor y qué combinaciones de factores dan respuestas
validas. La presencia de factores inhibitorios adicionales en el alimento, que no
fueron tenidos en cuenta en la construccion del modelo, lo invalidan debiendo
ser muy cuidadoso en la interpretacion de sus predicciones. La mayoria de los
modelos predictivos no incluyen factores como el efecto del anién del
acidulante o del antimicrobiano, o el efecto de otros humectantes diferentes al
cloruro de sodio en la reduccién del aw, o la presencia de la flora competitiva
cuando se aplica un modelo producido en medios de laboratorio al alimento

real.

1.11.1.4 Aplicaciones

Los modelos que caracterizan la conducta microbiana son una
herramienta muy valiosa para predecir el crecimiento o supervivencia de los
microorganismos y en el planeamiento de la implementacién de los programas
de Andlisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control (HACCP). Estos modelos
han evolucionado rapidamente desde ser utilizados en los laboratorios de
investigacién basica a ser implementados por la industria y las agencias
regulatorias. Los modelos son el medio para obtener rapidamente una
estimacién del comportamiento del microorganismo y son las guias para

evaluar problemas potenciales. Sin embargo, los modelos no reemplazan
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completamente el testeo microbiolégico y el juicio del microbiélogo
experimentado (McMeekin, 2010).
Los modelos predictivos proveen informacién muy util para la toma de

decisiones en las siguientes situaciones:

e Prediccion de seguridad y vida util: 1os modelos permiten estimar riesgos
potenciales de crecimiento de patdgenos en los alimentos luego de un periodo
de almacenamiento normal o en condiciones de abuso. Ayudan a establecer
"fechas de vencimiento" a través de la estimacion del crecimiento de

microorganismos patdgenos y deteriorativos.

e Control de calidad: los modelos pueden ayudar en el desarrollo de
programas HACCP, mostrando qué condiciones permiten el crecimiento y
supervivencia y de este modo, identificar los puntos criticos de control.
Estimaciones cuantitativas del crecimiento microbiano a diferentes niveles de
los factores composicionales o ambientales pueden indicar los rangos
permitidos de dichos factores. Contribuyen en hacer mas objetivas y
consistentes las decisiones de re-procesamiento, utilizaciéon rapida o reciclado
de un alimento o ingrediente sin esperar los resultados experimentales
(McMeekin, 2010).

e Desarrollo de productos: los cambios en la composicibn de los
alimentos, o una nueva formulacion pueden ser rapidamente evaluados. Los
modelos muestran qué factores tienen mayor influencia sobre la poblacion

microbiana y pueden comparar las nuevas formulaciones con las viejas.

e Planeamiento de laboratorio y analisis de datos: permiten lograr mayor
eficiencia, ahorrando tiempo, recursos y dinero; ademas permite que el
laboratorio concentre sus esfuerzos en los pasos criticos.

Educacion: a través de los modelos se puede mejorar didacticamente la
capacitacion del personal utilizando graficos que pueden, por ejemplo,
demostrar eficazmente la importancia de mantener las temperaturas
adecuadas o los beneficios de utilizar materias primas con bajos recuentos
iniciales sobre la seguridad y calidad de los productos.
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Los modelos matematicos sirven como una parte integral del analisis de
riesgos microbiolégicos por proveer los medios para desarrollar estimaciones
realistas de exposicion. En el analisis de riesgos, en definitiva, lo que se desea
saber es cuales son las chances de enfermarse luego de consumir un alimento
especifico. Encontrar la respuesta requiere una evaluacion cuantitativa en tres

areas:

¢ Identificacién de las fuentes de contaminacion, calculo de la frecuencia
de ocurrencia y cuantificacién de microorganismos patégenos en las materias

primas.

e Comprension de la fisiologia, bioquimica y comportamiento de los
patdgenos. Conocer la rapidez con que creceran o produciran toxinas y otros
factores relacionados con la virulencia bajo las condiciones especificas del

alimento cuando estan presentes.

e (Caracterizacién de la respuesta humana al patégeno, es decir, la dosis
infecciosa de distintos grupos de personas.

Se deben integrar estos puntos en un modelo abarcativo, efectivo para
fijar las prioridades relacionadas con la seguridad microbiologica de los
alimentos objetivamente. Se debe realizar un analisis costo-beneficio para
determinar las etapas que minimicen el riesgo.

El progreso en la microbiologia de alimentos ha sido notable. El
modelado es actualmente una técnica de investigacion estandar y una
herramienta poderosa en el disefio de alimentos y en el control de procesos.
Sin embargo, todavia no se puede contar sélo con los modelos para determinar
la seguridad 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.
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1.11.2  Citometria de flujo

Se ha visto que la técnica de recuento en placa puede subestimar el
namero verdadero de bacterias viables que puede existir en un cultivo,
especialmente cuando las células han sido dafiadas por tratamientos fisicos.
Esta fraccion podria permanecer viable y eventualmente crecer en alimentos
procesados.

La citometria de flujo ha comenzado a ser una herramienta valiosa en
microbiologia de alimentos (Ueckert y col., 1995; Bunthof y col., 2001) vy
microbiologia acuética y ambiental (Vives-Rego y col., 2000), que combina un
ensayo rapido y directo para determinar el numero de células, la distribucién
del tamano celular y caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas de las células
individuales, revelando la heterogeneidad microbiana presente en una
poblacion.

La citometria de flujo es un método analitico, que consta de un equipo por
el que se pasan células o particulas microscépicas en suspensién sometidas a
una presion positiva, y conducidas a una camara de flujo. De alli, por corrientes
liguidas de diferentes velocidades se produce un flujo hidrodinamico que
focaliza a las células en el centro de la cdmara y las impulsa a pasar de a una
por el haz de luz del equipo. Cuando el fotdn incide en la particula la excita y
esta emite otro fotdbn de menor energia. Los cristales, espejos o filtros del
equipo estan ubicados de tal manera de conducir a los fotones emitidos de un
mismo nivel de energia hacia el fotodetector correspondiente. Las sefiales
luminosas (fotones) son convertidas en impulsos eléctricos, amplificadas,
digitalizadas y almacenadas para su posterior analisis (Katsuragi y Tani, 2000).

La fuente de luz de los primeros instrumentos eran lamparas de arco de
mercurio, actualmente el rayo laser de gas argéon (488 nm) es el que mas se
usa. Y por lo general los equipos incluyen una segunda fuente de luz y quizas
hasta una tercera, que puede ser otro laser con diferente longitud de onda de
excitacion, lampara de arco o ldmpara ultravioleta (Riera y col., 2008).

El haz que incide en la particula es desviado en todas direcciones. La
dispersion en angulos cercanos a 0° es detectada por un fotodiodo colocado en
la misma direccién de la fuente luminosa. La magnitud de esta dispersiéon es
directamente proporcional al tamafo celular y es la “dispersién hacia adelante”
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en inglés “Forward Scatter” (FSC). La luz desviada lateralmente y detectada
por un fotomultiplicador colocado en angulos préximos a 90° esta relacionada
con la complejidad interna o granularidad celular. Este parametro es la
“dispersion angular”, en inglés “SideScatter” (SSC) (Hewitt y Nebe Von Caron,
2004) (Figura 1.13a,b,c). En la Figura 1.13d se ilustra el grafico de densidad
de fluorescencia obtenido tras la marcacion de células con dos fluorocromos.
Los cuadrantes dividen las distribuciones de intensidad en regiones de células
no marcadas (doble-negativo), células doblemente marcadas (doble-positivo), y
células marcadas con uno sélo de los fluorocromos (Givan, 2011).
La eleccion del fluorocromo depende de:
e Lalongitud de onda de excitacidén de la fuente de luz de cada equipo.
e La odptica y el numero de fotomultiplicadores disponibles en cada
instrumento.
e Las caracteristicas espectrales del colorante elegido principalmente si se
requieren la combinacién de dos o mas fluorocromos.
e Del dafo producido en la particula que se quiere observar.

Los fluorocromos como se mencioné anteriormente se eligen de acuerdo
al blanco al que se van a unir y del lugar donde se produce el dafio del
tratamiento aplicado. Algunos de los fluorocromos mas utilizados son la
fluoresceina diacetato (FDA) para observar el estado del metabolismo celular,
es un compuesto lipofilico no fluorescente que difunde a través de la
membrana plasmatica, y dentro del citoplasma es hidrolizada por esterasas no
especificas dando como resultado la fluoresceina (F) compuesto impermeable
a la membrana, que emite fluorescencia verde. El ioduro de propidio (Pl),
compuesto impermeable a la membrana plasmatica, que sélo puede
atravesarla si esta fue dafada, uniéndose fuertemente a las bases de ADN y
ARN, emitiendo fluorescencia roja. La rodamina 123, compuesto lipofilico
catiénico que puede difundir a través de la membrana, pero solo quedara
retenido en la célula si esta posee potencial de membrana. El isotiocianato de
fluoresceina (FITC) es un marcador de divisién celular, una vez que se une
covalentemente a las proteinas de membrana, la intensidad de la fluorescencia
disminuye en un factor de dos por célula en cada divisién, entre otros (Figura
1.12e). Por lo tanto, ante la doble marcaciéon de una poblacién celular con FDA
y PIl, el andlisis de cuadrantes del grafico de densidad de fluorescencia
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permitira diferenciar cuatro subpoblaciones, cuyas caracteristicas se detallan
en la Tabla 1.8

Tabla 1.8. Designacion de cuadrantes de las células marcadas con FDA y Pl segln
los posibles mecanismos celulares involucrados.

Numero Propiedades de fluorescencia de . .
P Posible mecanismo

de las células colectadas en cada .
Cuadrante cuadrante celular involucrado
. Actividad esterasa,
i F+ PI- :
membrana intacta
Actividad esterasa,
ii F+ Pl+ membrana minimamente
danada
Actividad esterasa no
detectada (o F extruido de
iii F- PI- i
la célula), membrana
intacta
Actividad esterase no
iv F- Pl+ detectada, membrana
comprometida
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Figura 1.13. a) Diagrama de los dispositivos de deteccion en un citometro de flujo. b) Punto de andlisis de un citdmetro de
flujo, mostrando la dispersién FSC y SSC (Givan, 2011). c) Grafico de densidad de fluorescencia de céulas marcadas con
fluorescencia verde y naranja (Givan, 2011), Los nimeros en cada esquina indican el cuadrante d) Diagrama de puntos
mostrando la dispersién de la luz FSC vs SSC (Givan, 2011). e) Esquema de marcaciéon de una célula mediante
fluorocromos (Joux y Lebaron, 2000).
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Figura 1.13. Continuacion...
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1.11.3 Microscopia electronica de transmision

La microscopia electrénica de transmisién (TEM) proyecta electrones a
través de una capa muy delgada de tejido (espécimen) para producir una imagen
bidimensional en una pantalla fosforescente (Figura 1.14). El brillo de un area
particular de la imagen es proporcional la cantidad de electrones que fueron
transmitidos a través del espécimen (Bozzola y Russell, 1992). Los microscopios
electrénicos de transmision pueden aumentar un objeto hasta un millén de veces.
El tener una adecuada preparacion de la muestra da lugar a una excelente
definicidn de imagen. Son multiples las facetas en las que interviene este tipo de
microscopio, entre ellos, control de calidad sefialamientos morfoldgicos,
conformacién de agregados, técnicas forenses, determinacion de estratos en
restauracion y diferenciacion histoloégica entre otros.

Figura 1.14. a) microscopio electrénico de transmision. b) Esquema de obtencion de
imagenes por TEM (Bozzola y Russell, 1992). ¢c) TEM de una célula de S. cerevisiae
(extractado de Guerrero y col., 2005).
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1.12 Estudio del color en los alimentos

Los caracteres organolépticos de los alimentos pueden analizarse a través
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de las propiedades sensoriales de textura, apariencia y flavor (conjuncién de
aroma y sabor). El color es, en los alimentos, un factor determinante de la
apariencia. Es un importante atributo sensorial, cuya percepcion suele constituir el
primer paso en la evaluacion de los alimentos por parte del consumidor y es
condicionante de su eleccion. Esto es asi, debido a que el consumidor no puede
evaluar la calidad microbiol6gica y nutricional de forma inmediata.

El color es indicativo de la calidad del producto, ya que pone de manifiesto
numerosas reacciones de deterioro, las cuales generan pigmentos marrones,
dando un aspecto desagradable al producto y alterando su calidad nutricional. La
calidad nutricional se ve afectada, debido a que estas reacciones requieren de la
participacion de azucares, compuestos nitrogenados y vitaminas. Estos
reaccionan generando nuevos compuestos sin valor nutricional. El deterioro
debido a cambios de color de los jugos citricos se debe principalmente a
reacciones de degradacién del &acido ascorbico y a las reacciones de
pardeamiento no enzimatico.

El ojo humano es sensible a la radiacion electromagnética en el ambito de
380 a 770 nm de longitud de onda, la cual es comunmente llamada “luz”. Los
objetos son coloreados porque interactian de distinta forma con la luz,

usualmente blanca, incidente sobre ellos.

Los diferentes objetos se clasifican respecto a su comportamiento frente a
la radiacién en:
e Opacos: absorben y/o reflejan toda la luz.
e Transparentes: transmiten la mayor parte de la luz sin reflejarla ni difundirla.
e Transllcidos: parte de la luz es reflejada y parte transmitida, dando lugar a

una importante componente difusa tanto transmitida como reflejada.

Cuando la luz encuentra interfases ocurre difusién (“scattering’, en el habla
inglesa). Las particulas dispersas en un medio continuo originan mudltiples
refracciones y reflexiones que esparcen la luz en todas direcciones. Por eso,
cuando el tamafo de particula es pequefio, se absorbe menos luz durante el
pasaje de cada particula y, al mismo tiempo, la superficie total de interaccién luz-
material es mayor, dando lugar a mayor sensacion de claridad.
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Los principios fundamentales de la colorimetria estan basados en las tres
leyes de Grassman; de las cuales, la mas importante establece que cualquier
color puede ser igualado por la suma de tres colores primarios en cantidades
convenientes. Estos colores primarios deben ser elegidos de forma tal que sean
independientes entre si, es decir, ninguno puede ser obtenido por combinacién de
los otros dos. En la practica, los colores primarios a utilizar en forma aditiva son
tres: rojo, verde y azul. La suma de todos ellos produce la sensacion de luz
blanca o acromatica (Lozano, 1978).

El color puede ser definido por los siguientes atributos:

e lLa claridad es el atributo que hace corresponder a cada color una
equivalencia con respecto a una escala de grises. A la cualidad psicoldgica claridad
le corresponde la magnitud psicofisica luminosidad.

e El fono o matiz es el atributo que adjudica al color una cualidad que se define
como rojo, naranja, amarillo, verde, azul, purpura o cualquier combinacion de ellos.
A la cualidad psicolégica tono le corresponde la magnitud psicofisica longitud de
onda dominante.

e La saturacion es el atributo que, fijado el tono, describe al color por su
similitud con un color espectral puro, cuanto mas parecido a este, tanto mas
saturado. A la cualidad psicoldgica saturacion le corresponde la magnitud psicofisica

pureza.

Una descripcidn cuantitativa de un color puede ser dada en los términos de
los tres atributos del color mencionados previamente. EI mecanismo psicofisico de
vision del color da al observador humano la capacidad de apreciar los tres atributos
o caracteristicas del color. Sin embargo, el observador no puede percibir la
composicién espectral del estimulo.

La medida objetiva del color de un material puede obtenerse del andlisis de
su espectro visible, por transmision o reflexion, obtenido con un espectrofotometro.
De los sistemas propuestos para la especificacién del color el mas difundido

universalmente es el de la CIE (Comission Internationale de I'Eclairage), en el cual
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el color es indicado por tres variables X, Y, Z, conocidas como los valores triestimulo
y que representan a tres colores primarios imaginarios (relacionados con el verde, el
rojo y el azul).

El calculo necesario para obtener los valores triestimulo CIE para un objeto
se esquematiza de la siguiente manera (Figura 1.15a): El valor del estimulo visual
es la resultante de una combinacién del espectro de la luz incidente (E vs 1) con el
espectro de la muestra (R vs 1) y con las funciones de distribucion de la sensibilidad
del ojo para cada uno de los tres primarios imaginarios (S vs A). El area bajo la
curva resultante se integra en el espacio visible para obtener los valores numéricos
de la contribucion de cada uno de los tres primarios ideales (X, Y, Z) al color dado.

El factor de transmitancia o reflectancia espectral se obtiene mediante un
espectrofotébmetro, en el que se determina la luz transmitida o reflejada para cada A.
La distribucion energética para varios iluminantes es conocida, por ejemplo: el
iluminante C tiene una distribucién energética similar a la luz blanca solar (difusa,
cielo cubierto). Otras de las variables a fijar es el angulo del observador o campo
visual: cuando se miran objetos la informacion general proviene de angulos de 10-
20 °C, pero cuando se observan detalles, el angulo es de 2 °C; en general, en
colorimetria de alimentos se emplea éste ultimo. En los espectrofotometros actuales
este calculo se realiza automaticamente por un sistema de computacién acoplado al
instrumento. De esta manera el color queda determinado por un punto en un
espacio tridimensional de coordenadas X, Y, Z. Sin embargo, la forma habitual de
representacion es calcular las llamadas coordenadas croméaticas x, y definidas por:

xe— N (1.1)
X+Y+Z
Y
__ Y 1.2
Y XYz (1.2)

El color definido por (x,y) se representa en el diagrama cromatico CIE
(Figura 1.15b) donde soélo tiene lugar la cromaticidad del color en cuestion. Para
que la especificacion del color sea completa, eventualmente se utiliza la

luminosidad Y como tercera coordenada, en un plano perpendicular que
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representa la propiedad de reflejar mas o menos luz. El plano de las
coordenadas cromaticas esta delimitado por una linea recta que une los extremos
del espectro visible, conocida como linea de purpuras (Kelly, 1943).

El espacio CIE 1931 es muy sencillo de manejar y es excelente para
representar mezclas aditivas, pero no es homogéneo (distancias geométricas
iguales no suelen representar diferencias de color iguales en la percepcion por el ojo
humano). Para subsanar el problema de su no uniformidad, se han desarrollado una
serie de transformaciones del espacio CIE que permiten obtener mejores resultados
en la evaluacién de la diferencia de color. Asi surgen las transformaciones CIELab
(1974)y

Figura 1.15 a) Suma de radiaciones espectrales que conforman en el estimulo o flujo
radiante que percibe el observador. b) Diagrama Cromatico CIE

a)
E R S
X X . =

DISTRIBUCION DE REFLECTANCIA SENSIBILIDAD ESTIMULO
ESL:EPCOTLE‘KC:; : ESPECTRAL DEL ESPECTRAL DEL
T RVADOR
ILUMINANTE OBJETO OBSE
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y 04

0.2

CIELuv (1976). El CIELuv es una transformacion lineal del espacio cromatico CIE,
en cambio, lineas rectas en el espacio CIE corresponden a lineas curvas en el
espacio CIELab. Es sencillo calcular las coordenadas croméaticas en estos sistemas

a través de los valores triestimulo X, Y y Z, y viceversa.

1.12.1 Medicion de color con espectrocolorimetro o espectrofotometros de

reflectancia

Los espectrofotometros de reflectancia realizan la medicion de reflectancia o
transmitancia (segun donde se coloque la muestra) a medida que barren las
distintas A y luego realizan la integral para todas las A automaticamente.

Para realizar la medicién objetiva del color con estos instrumentos se requiere
decidir previamente como sera la presentacion de la muestra (cubeta, posicion, tipo

de medicion; si por reflectancia o por transmitancia).

1.12.2 Funciones de color
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Las funciones de color son valores que se obtienen por combinacion
matematica de los valores triestimulo, y que representan los atributos de color,
segun los distintos espacios cromaticos. Para describir un cambio de color se debe
primero seleccionar la funcion mas adecuada para ello, que es la que representa
mas sensiblemente la respuesta al cambio realizado en el producto (por ejemplo,
pérdida o formacion de pigmento).

En el espacio CIELab algunas funciones de color son las siguientes:

L*ab = 116.(Y/Yn)"3 — 16 (1.3)
a* = 500.[ (X/Xn)"3 - (Y/Yn)"3] (1.4)
b* = 200.[ (Y/Yn)"3 - (Z/Zn)"3 ] (1.5)

Donde L*ab es el parametro luminosidad que toma valores entre 0 (negro) y
100 (blanco); a* (eje rojo-verde) y b* (eje amarillo-azul) toman valores desde -120
a 120. Xn,Yn,Z n son los valores correspondientes al iluminante (para muestras

opacas) o a la referencia (para muestras transparentes).

Dentro de este espacio es posible definir otras funciones que pueden ser
indicativas de determinados atributos de color, como la saturacién y el tono. Como
se observa en la Figura 1.16, el centro es gris y para cualquier punto que
represente un color en este modelo CIE L*a*b*, el segmento que une el centro
con el punto, puede considerarse un vector que partiendo del gris apunta al color
y la magnitud del mismo es considerada el croma (C*) del color, que representa la
pureza de tono (saturacién) y el angulo entre ese vector y el eje horizontal de
abscisas (a*) es el angulo de tono (h*). Croma (C*) puede distribuirse en los
cuatro cuadrantes del plano a*b*; sus valores van desde 0 en el centro (gris
neutro) hasta 100 en los bordes (mas saturado). Por su parte, el angulo de tono
h* se ubica en una circunferencia de 360° donde el valor 0° esta definido por el
rojo purpura; 90° por el color amarillo; 180° por el color azul verdoso vy
finalmente; 270° con el color azul. A partir de los parametros de color L*, a* y b*
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también puede calcularse el indice de blanco (HW) (Zhu y col., 2008). Las

ecuaciones correspondientes a C* y h* son las siguientes:

~—

Croma métrica: C*ab = (a*2 + b*?)12 (1.6

Angulo de tono: hab= tan! (b*/a*) (1.7)

Figura 1-16. Espacio CIE L*a*b*.

h*
p c * L*
? blanco

b* amarillo

a* verde

a* rojo

1.12.3 Analisis sensorial de alimentos

La evaluacién sensorial se compone de un conjunto de técnicas de
medicién de las respuestas humanas hacia los alimentos, reduciendo al minimo
los efectos potenciales de sesgo debido a la identidad de marcas u otra
informacién que pueda influir sobre la percepcién del consumidor. Tiene como
objeto, tratar de aislar las propiedades sensoriales de los alimentos en si mismos
y proporcionar informacién importante y util a desarrolladores de producto,
cientificos y gestores sobre las caracteristicas sensoriales de sus productos.

Si bien los instrumentos son efectivos en muchos casos, no pueden medir
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ni reemplazar la percepcién sensorial. Por ejemplo, hay ingredientes y procesos
que tienen un efecto sinérgico que no pueden medirse con un instrumento. En el
momento que una porcién de alimento se contempla, se huele y se introduce en
la boca se desencadenan una serie de efectos que estan relacionados entre si y
que dependen de la intensidad y calidad del estimulo que los provoca, de las
caracteristicas de los receptores sensoriales y de la atencién y conocimientos
basicos del individuo. El éxito depende de la proximidad lograda entre el estimulo
y la respuesta dada por el individuo a la sensaciéon percibida. Cuando una
produccién esta bien definida, tanto en términos instrumentales como sensoriales,
la calidad de un producto es mas completa, tendiendo a los modernos conceptos
de la calidad total (Espinosa Manfugas, 2007).

Cuando se utiliza a las personas como instrumento de medida, es necesario
controlar todas las condiciones de las pruebas a realizar para evitar los errores
causados por factores fisioldgicos, psicologicos y culturales por parte del sujeto;
factores ambientales que puedan alterar el juicio por parte del sujeto y factores
inherentes al alimento (por ejemplo: intensidad del estimulo inferior a la
sensibilidad del individuo). Cuando se habla de error no precisamente se habla de
un juicio equivocado sino que se incluye a todos los factores antes mencionados.
Para que el analisis sensorial sea considerado como una técnica de andlisis se
exigen otros requisitos (Lawless y Heymann, 2010):

» Los resultados deben solicitarse y expresarse de manera tal que las
conclusiones extraidas de la experiencia sean homologables a las extraidas
por otro laboratorio.

= Los resultados deben permitir calcular sus limites de validez y sensibilidad.

1.12.4 Jueces

Son los sujetos que llevan a cabo la rutina de evaluacion sensorial, es
decir, el instrumento de medida. Son seleccionados y entrenados o no,
dependiendo del tipo de pruebas y producto a evaluar. El Comité de Evaluacion
Sensorial perteneciente a la Sociedad Americana para el Analisis de Materiales
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(ASTM, 1968) los ha clasificado en tres subgrupos:

e Panel entrenado: son sujetos cuidadosamente seleccionados y entrenados en
las propiedades sensoriales (virtudes y defectos) que han de evaluar en el
alimento. Deben ser capaces de establecer la intensidad de un caracter sensorial,
tanto como la apreciacion global de un alimento. El entrenamiento asegura la
utilizacién sistematica de la combinaciéon de las percepciones sensoriales de los
evaluadores, como guia analitica para determinar la calidad de los productos
alimenticios (IRAM 20005-2, 1996). Poseen un lenguaje formal y en muchas
ocasiones tienen conocimiento cientifico de las propiedades que miden. Dado el
elevado conocimiento que poseen del producto y su entrenamiento, se utiliza un
namero escaso de ellos (no mas de 10).

e Panel semientrenado: constituido por personas familiarizadas con los atributos
del producto que van a evaluar. Este panel es capaz de discriminar diferencias,
medir intensidad de atributos en escalas y evaluar globalmente al producto.
Tienen un lenguaje menos formal que el panel entrenado. La variabilidad
individual puede balancearse considerando un mayor nimero de panelistas (25 a
40 miembros).

e Panel de consumidores: no tienen ningun tipo de entrenamiento, se eligen al
azar teniendo en cuenta que sean consumidores del producto que van a evaluar.
Son ideales para evaluar la aceptabilidad de un producto pudiendo también
evaluar la intensidad de atributos en escalas simples siguiendo determinadas

consignas en la elaboracion del formulario.

1.12.5 Seleccion del panel

No existen reglas fijas en cuanto a las pruebas y criterios de seleccion.
Fundamentalmente dependera del tipo de trabajo que se espera del panelista.
En general, se reclutan tres veces mas candidatos de los que se van a precisar.

Esto se debe a la necesidad de tener personas suplentes y ademas porque los



participantes que son seleccionados para una prueba no necesariamente seran

buenos para otra.

Las pruebas de seleccion utilizadas son generalmente similares a las que
luego se van a utilizar como método de analisis, con el propdsito de familiarizar

al panelista con dichos ensayos.

Si se requiere un estudio de aceptabilidad de un producto por
consumidores, no es necesario tener personas altamente entrenadas. Bastara
con seleccionar aquellas con cierta aptitud para detectar los gustos basicos mas
exaltados en el alimento a analizar y entrenarlas minimamente en las pruebas

que iran a realizar.

Si se busca detectar algun componente extrafio en el producto o, por
ejemplo, realizar un perfil de sabor del mismo se necesita tener panelistas mas
entrenados, los cuales seguiran diferentes pruebas de seleccién secuenciales.
Dichas pruebas aumentaran la habilidad para reconocer e identificar atributos
sensoriales en sistemas complejos y la sensibilidad y memoria para brindar
mediciones sensoriales precisas (IRAM, 20005-1, 1996).

1.12.6 Seleccion del sitio de la prueba

La localizacion del sitio de prueba tiene numerosos efectos sobre el resultado,
no sélo por la localizacién geografica, sino porque el lugar de prueba define

muchos otros aspectos de la forma en que el producto es muestreado y percibido.

¢ Pruebas de laboratorio: realizadas en condiciones controladas en un laboratorio

bajo la supervisién de un coordinador.

e Pruebas de locacién central (puesto de prueba): realizadas en un punto de
asistencia comun a un grupo de personas guiadas por un coordinador (iglesias,
clubes, campings, etc.)

e Pruebas domiciliarias: realizadas en el hogar en situacion de consumo sin
supervision mas que una indicacion inicial para el llenado del formulario.

1.12.7 Sala de prueba
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Los requisitos que debe reunir una sala de analisis sensorial estan
normalizados hasta en los minimos aspectos (ISO 8589:1988). Asimismo, se debe
evitar que los sujetos interactien introduciendo errores de apreciacién por
distraccién. Es por ello que se recurre al uso de cabinas o de sistemas de
aislamiento o no interaccidn entre los evaluadores. Existen, sin embargo pruebas
especiales descriptivas donde un grupo reducido de personas entrenadas evaluan

y discuten en conjunto, en una mesa redonda los atributos de las muestras.

1.12.8 Clasificacion de las pruebas de evaluacion sensorial

Los métodos de medicién sensorial comprenden una amplia gama de
pruebas de evaluacion. La eleccion de los mismos se basa en los objetivos del
proyecto y en la disponibilidad de personas y material a utilizar. Stone y Sidel
(1993) han clasificado los métodos mas frecuentes que se utilizan en tres grandes

categorias:

e  Pruebas discriminativas: determinan si dos muestras son perceptiblemente
diferentes.

o Pruebas descriptivas: describen detallada y objetivamente al producto en
términos de sus atributos y/o defectos sensoriales. Permiten obtener una
descripcién completa del producto, ayuda a identificar ingredientes y variables de
proceso, y/o determinar que atributos sensoriales son importantes para su
aceptacion. La intensidad con que se manifiesta cada atributo se expresa por un
valor asignado a una escala de medida.

o Pruebas afectivas: el objetivo primario en este tipo de pruebas es evaluar la
aceptabilidad global o preferencia de un producto. Las pruebas afectivas siguen,
en general a estudios discriminativos y /o descriptivos y son previas a un estudio
de mercado. Emplean consumidores del producto que se ha de evaluar.

A continuaciéon se describiran brevemente los fundamentos de algunas
pruebas sensoriales que se han utilizado en este estudio.

75



1.12.8.1 Pruebas discriminativas

e Prueba de diferencia contra control

Los objetivos de esta prueba consisten en determinar si existe diferencia
entre una o0 mas muestras y el control, y estimar el tamafo de dicha diferencia.
Se presenta a los participantes una muestra control de referencia, identificada
como tal, y una o varias muestras (una de las cuales puede ser un control
camuflado), a ser comparadas con la referencia. El juez debe indicar el tamafo
de dicha diferencia generalmente, en una escala de categorias desde “ninguna
diferencia” a “diferencia muy grande”.

Suele ser ventajoso agregar un control camuflado (consistente en una
muestra igual al control, pero incluida entre las muestras a evaluar) para obtener
una medida del efecto placebo.

Esta prueba es util en situaciones en las cuales puede haber una diferencia
detectable, pero el tamafno de esa diferencia es el que afecta la toma de una
decisién, como por ejemplo, en estudios de vida util o control de calidad de un

producto (Lawless y Heymann, 2010).

1.12.8.2 Pruebas afectivas

o Test de aceptabilidad

El test de aceptabilidad mas comun es la prueba heddnica. La misma consiste
en la evaluacion de producto en una escala de categorias de agrado y desagrado
por un determinado producto, la cual podra ser balanceada entre dichas
categorias o, desbalanceada hacia la zona de gusto o de disgusto. Se presenta
una o varias muestras a los consumidores, en la que deberan evaluar la
impresion global sobre una escala que puede ser de tipo estructurada,
semiestructurada o no estructurada y volcar su juicio en una planilla. Estos
ensayos son Uutiles para diagnosticar problemas imperceptibles en laboratorio
antes de investigaciones de mercado mas costosas y debido a que los tests se
realizan con consumidores “blanco”, hacia quienes esta dirigido el producto, la
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informacion que surge es sustentable y valorable en defensa de sus
competidores. La escala heddnica de 9 puntos es muy utilizada dado que
presenta una categoria central neutral y una escala marcada con adverbios desde
por ejemplo, “me gusta extremadamente” hasta “me disgusta extremadamente”
donde cada escaldn representa cambios en un tono hedédnico, lo cual lo hace muy

adecuado para el analisis estadistico (Lawless y Heymann, 2010).

e Test de campo

El objetivo principal de esta prueba afectiva consiste en evaluar la
respuesta personal (aceptabilidad / impresion o bien preferencia frente a
competidores) de los consumidores de un determinado producto o servicio
siguiendo un protocolo debidamente especificado en el formulario (Meilgaard y
col., 2006).

A. Usos de los test campo con consumidores:

1. Determinar aceptabilidad por consumidores, sobre una base sensorial
despojado de la definicion conceptual del producto que acompana a su envase
y/o promocién.

2. Diagnosis de problemas imperceptibles en laboratorio antes de
investigaciones de mercado mas costosas.

3. Son mejor usados como paso final antes de un estudio de mercado o en
supermercados.

4. Provee la direccidén de una reformulacion si ello fuera necesario.

5. Seleccién de multiples formulas o de las mas promisorias, sobre la base de un
test camuflado.

6. Debido a que los tests se realizan con consumidores “blanco”, hacia quienes
esta dirigido el producto, la informacién que surge es sustentable y valorable
en defensa de sus competidores.

B. Presentacion de las muestras (nimero de productos a comparar)

Existen tres disefios principales:
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e Los tests paralelos presentan dos productos simultdneamente. Se realizan
mas en locaciones centrales que en hogares. Bajo circunstancias controladas
tiene buena sensibilidad pues las personas evalian ambos productos. El
analisis de datos se realiza por ANOVA. Las comparaciones son
estadisticamente directas. Este tipo de test deben ser controlados y

monitoreados por el analista.

e Los tests de un producto (monadicos): cada sujeto evalia un producto.
Economiza tiempo pero se requiere de gran cantidad de sujetos. Puede no ser
practico si el producto no es muy usado o si es dificil reclutar a las personas La
comparacién estadistica entre productos requiere de comparacién entre
grupos. Existe una desventaja debido a la variabilidad individual. Ademas
deben evitarse dado que el ser humano es mal evaluador de lo absoluto. Si
compara con otros productos su potencial aumenta. Es mucho mas seguro
poner un producto de referencia de base. Ejemplos pueden ser férmulas

alternativas o muestras de la competencia.

e Los tests monadicos secuenciales: mejoran esta situacion porque al
presentar dos productos de forma secuencial, permite tener dos fuentes de
variacion: sujetos y producto. En algunas situaciones este tipo de tests es
inaplicable. Cuando el proceso de evaluacién se ve alterado severamente por
el uso del primer producto (enjuague para el pelo, cremas, etc.).

C. Estructura del cuestionario

Cuando se disefa un cuestionario es util hacer un diagrama de flujo de los
tépicos a cubrir. La regla principal cuando se disefia un cuestionario es ir de lo
mas general a lo especifico. Al principio se debe preguntar por la impresion global
del producto. Para ello se recomienda utilizar una escala heddnica de 9 puntos
balanceada. Inmediatamente después se formulan preguntas abiertas con un
apropiado patron de omisiébn de preguntas de acuerdo a lo contestado. El
direccionamiento de preguntas orienta para las razones de gusto si la impresién

global fue positiva o de disgusto si la impresion global fue negativa y en todo caso
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si encuentra alguna caracteristica positiva. Aunque las respuestas abiertas
presentan desventajas, dan la oportunidad de conocer razones de gusto o
disgusto con las propias palabras del encuestado. Luego, se investigan atributos
mas especificos a través de escalas de punto 6ptimo, de intensidad y de gusto
(apariencia, gusto, textura, color, etc.). Finalmente, puede chequearse
nuevamente la satisfaccion global o algun otro indice de gusto y se continda con
una escala de preferencia (si es que se evalla mas de un producto
secuencialmente). Lo importante es no preguntar primero por los atributos vy
luego por la impresién global pues los consumidores piensan en el producto
como un todo (de forma integrada). Las preguntas sobre atributos individuales los
convierte en mas analiticos y trae fallas cuando se les pregunta en forma global.
Ademas, es comun que en la impresion global utilicen terminologia empleada en
las escalas de atributos particulares.

Sumada a las preguntas de seleccion de participantes, se puede incluir en
el cuestionario algunas preguntas de informaciéon personal (edad, ingresos,
composicién familiar, residencia, ocupacién). Este tipo de preguntas de caracter
demografico nunca debe realizarse al principio del cuestionario pues inhiben a la
persona y la hace més insegura. Al final del cuestionario es lo mas adecuado. Lo

sentira mas natural.

1.12.8.3 Vida util sensorial

La vida util de un alimento representa aquel periodo de tiempo durante el
cual el alimento se conserva apto para el consumo desde el punto de vista
sanitario, manteniendo las caracteristicas sensoriales, funcionales y nutricionales
por encima de los limites de calidad previamente establecidos como aceptables.
De la definicién de vida util surge que lo primordial es el aspecto sanitario. Ningun
fabricante puede tolerar que sus clientes se intoxiquen, ya sea por una
proliferacidon microbiana elevada o por la presencia de un algun compuesto
quimico toxico generado durante un almacenamiento demasiado prolongado.
Para algunos alimentos también es importante el aspecto nutricional. Por ejemplo,
en formulas para lactantes, la provision de vitaminas y otros nutrientes esenciales

no debe verse afectada por el deterioro de éstos durante el almacenamiento.
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Pasadas las barreras sanitarias y nutricionales, la barrera restante depende en
definitiva de las propiedades sensoriales del producto. Se puede discutir que es
importante tener en cuenta los cambios fisicos o quimicos, pero éstos repercuten
directamente sobre la calidad sensorial. Por ejemplo, durante el almacenamiento
de un jugo de fruta se pueden producir reacciones quimicas que generan
productos de pardeamiento. Se buscaran mecanismos que retarden o bloqueen
estas reacciones quimicas, pero en definitiva lo que se quiere evitar es que
aparezca un defecto sensorial que impacte negativamente al usuario (Hough,
2005)

El analisis de supervivencia comprende un conjunto de procedimientos
estadisticos para analizar aquellos tipos de datos que incluyen el tiempo la
comercializacion de un alimento y el rechazo del alimento por parte de los
consumidores. Con la finalidad de determinar la vida Gtil de los alimentos, y
habida cuenta de que interesa conocer el tiempo en el cual el consumidor rechaza
el producto, se utilizara la funcion de rechazo F(t), definida como la probabilidad
de que un consumidor rechace un producto almacenado antes del tiempo t.
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2 Objetivos

2.1 Hipdtesis y objetivo general

Las frutas son vulnerables a la contaminacion, supervivencia y
desarrollo de microorganismos y/o sus metabolitos que pueden provocar
ETA’s. En el caso de derivados frutales con procesamiento minimo, si bien los
beneficios en la salud asociados a su consumo regular estan claramente
establecidos, se ha demostrado que los mismos son responsables de una
proporcion creciente de brotes de ETA’s en los ultimos afos. El riesgo se ve
agravado por diversos factores tales como la ingesta sin ningun tratamiento
previo, la ineficacia de los procesos de elaboraciéon de subproductos para
destruir los contaminantes, la ausencia de programas de prerrequisitos y
HACCP, fallas en los sistemas de validacidn y verificacién, el cambio en los
sistemas de distribucion de los productos y el trafico internacional creciente
(Wallace y col., 2010). Los estdndares de inocuidad se han vuelto entonces,
una preocupacion comun en la industria de alimentos, disminuyendo de forma
progresiva el acceso a los mercados. Para enfrentar esta problematica, la
industria trabaja en reducir, mediante la implementacién correcta de los
programas mencionados, la contaminacion en la materia prima y durante el
procesamiento o bien, utilizar tecnologias de procesamiento apropiadas para
reducir la carga microbiana y/o inhibir su desarrollo. Dada la gran diversidad de
productos de origen vegetal, dichas tecnologias deben ser adaptadas al
producto/operacion especificas para ser efectivas. La posibilidad de procesos
de produccién sin contaminaciéon, aun en los paises mas desarrollados, no
existe 0 es minima. Por lo tanto, casi siempre, es necesario incluir un paso de
descontaminacién especifico. Por otro lado, para satisfacer las tendencias
modernas de consumo, la industria debe proveer productos de alta calidad
organoléptica, nutricional y funcional con apariencia de “naturales” y por tanto
estas operaciones enfrentarian objetivos contradictorios: por un lado una
destruccion microbiana importante y por otro el mantenimiento de la alta
calidad en los aspectos mencionados. Como ya se ha mencionado, en
respuesta a esta demanda surge la utilizacion de tecnologias emergentes
usadas de modo individual o bajo una estrategia de combinacién.
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La aplicacién inteligente de combinaciones de factores de stress
pretende alcanzar la inhibicibn e inactivacion de diferentes tipos de
microorganismos (bacterias, mohos y levaduras) mediante tratamientos menos
severos y al mismo tiempo interferir la homeostasis microbiana activa de las
células vegetativas y pasiva de las esporas utilizando un enfoque multifactorial
donde los componentes actien de forma sinérgica o al menos aditiva sobre la
inhibicion y/o inactivacién microbiana.

La aplicacién de LP en la preservacién de jugos frutales resulta muy
promisoria dado que algunos estudios han reflejado su efectividad como
tecnologia de descontaminacion (Sauer y Moraru, 2009). Incluso, ciertas
combinaciones de LP con otras tecnologias emergentes como PEF, UV-C y
calor también han sido reportadas en la inactivacion microbiana (Palgan y col.,
2011; Mufoz y col., 2011, Marquenie y col., 2003). La combinacién de LP y US
podria mejorar la estabilidad microbiolégica de los alimentos, dado que
presentan diferentes mecanismos de inactivacion

El objetivo general de este trabajo reside en evaluar cuantitativamente
la eficiencia de la aplicacién de LP en 2 modalidades, estanco y flujo continuo
y su posible combinacién con US o temperatura moderada para inhibir y/o
inactivar microorganismos patégenos y deteriorativos de derivados frutales con
miras a reducir la intensidad de los tratamientos convencionales de
conservacion  y/o desarrollar tecnologias de procesamiento minimo, con
reducido impacto en la calidad sensorial y econémicamente beneficiosas. El

mismo se organizé en 4 partes, a saber:

Parte I. Tratamiento por LP en modo estanco (LPe) de jugos frutales.

Parte Il. Tratamiento por LPe asistida por otras tecnologias de jugos frutales.

Parte Ill. Tratamiento por luz pulsada en flujo continuo (LPc) de jugo de

manzana.

Parte IV. Tratamiento de jugo de manzana por luz pulsada en flujo continuo
(LPc) en combinacién con ultrasonido (US) y temperatura moderada.
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Parte V. Efectividad del tratamiento de luz pulsada en flujo continuo (LPc) en

combinacién con US y temperatura moderada. Estudios de calidad sensorial y

organoléptica

22

Objetivos especificos

Parte I:

Estudiar y optimizar algunas variables involucradas en la efectividad del
tratamiento de preservacion de jugos frutales por LP en sistema estanco
(LPe). Analizar la influencia de pH, °Brix, absorbancia en el rango
comprendido entre 200-1100 nm, turbidez y tamaro de particula de los
jugos en la efectividad del tratamiento por LP.

Analizar el impacto del tipo de jugo en la eficacia del proceso utilizando
sistemas modelo y sistemas reales (jugos comerciales y naturales
exprimidos) mediante estudios de reto microbiano.

Modelar y validar la cinética de inactivacion de los microorganismos
inoculados en distintos jugos frutales y tratados con LP en sistema
estanco y continuo a través de la utilizacion de la microbiologia
predictiva. Evaluar la efectividad del tratamiento a partir de los
parametros obtenidos segun los distintos modelos.

Analizar el estado fisiolégico mediante la aplicacion de la técnica de
citometria de flujo y los danos estructurales por microscopia electrdnica
de transmision de Saccharomyces cerevisiae KE162, tras la aplicacién
de LPe en medio modelo y en jugo de manzana. Evaluar la habilidad de
las células detectadas con dafo sub-letal, en caso de que existieran, de
recuperarse en medio rico.

Evaluar la dindmica del crecimiento de microorganismos inoculados y de
la flora nativa de los jugos naturales tratados con LPe y almacenados
durante el almacenamiento en refrigeracién. Caracterizar la interaccion
(aditiva, sinérgica, antagdnica) de la combinacibn de LPe y la

subsecuente refrigeracion.

Parte Il:
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Evaluar la efectividad de LPe asistida por US y temperatura moderada,
con el proposito de mejorar la inactivacion de células vegetativas o
esporas de microorganismos patdgenos y deteriorativos caracteristicos
de los jugos de fruta, con el objeto de obtener un producto
microbiolégicamente estable.

Caracterizar la interaccién (aditiva, sinérgica o antago6nica) de los
factores emergentes aplicados e identificar situaciones sinérgicas vy
aditivas del enfoque multifactorial.

Analizar el estado fisiolégico mediante citometria de flujo y los dafos
estructurales por microscopia electrdnica de transmision de S. cerevisiae
en jugo de manzana causados por la exposicibn a LP y/o su
combinacién con US y temperaturas moderadas, por citometria de flujo y
microscopia electrénica de transmision.

Evaluar las modificaciones de las células vegetativas o esporas de
microorganismos patdgenos y deteriorativos tratados con LPe y/o su
combinacién con US durante el almacenamiento refrigerado.

Proponer algunos procesos combinados de preservacion de jugos, en
base a la integracion de los resultados previos, seleccionando aquellos
tiempos o temperaturas de procesamiento que impliquen menor
deterioro en la calidad, y que simultaneamente garanticen seguridad

microbioldgica.

Parte lll:
¢ Instalacién, adaptacion, puesta a punto y calibracién del equipo de LP
en la modalidad de flujo continuo (LPc). Evaluar la efectividad del
tratamiento simple en microorganismos de relevancia en jugo de
manzana comercial y natural.
Parte IV:
e Evaluar la efectividad del tratamiento combinado US+LPc en
microorganismos de relevancia en jugo de manzana natural.
e Estudiar las modificaciones de la flora nativa
Parte V:
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e Estudiar los aspectos sensoriales y de color producidos por la
combinacién de US+LPc para el jugo de manzana natural.
e Estimar la vida util del jugo de manzana natural procesado mediante el

proceso combinado propuesto utilizando un panel de consumidores.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Materia prima

Se utilizaron jugos comerciales de manzana (CEPITA, Coca- Cola,
Argentina; pH: 3,4 = 0,2; 12,1 + 0,6 °Brix, jugo comercial de naranja
(TROPICANA, PepsiCo Inc, Argentina; pH: 3,9 £ 0,3; 11,6 £ 0,8 °Brix) y jugos
naturales exprimidos de manzana (Pyrus malus L, var, Granny Smith; pH: 3,4 +
0,2; 12,6 £ 0,1 °Brix), naranja (Citrus sinensis, var. Valencia, pH: 4,3 £ 0,2; 10,1
+ 1,4 °Brix), melon (Cucumis melo, var. rocio de miel; pH: 5,9 £ 0,3; 10,6 £ 0,3
°Brix) y frutilla (Fragaria ananassa, var. Duch, pH: 3,8 + 0,3; 8,8 + 1,4 °Brix).
Solo para los estudios del efecto de la contaminacion inicial en la efectividad
del procesamiento por luz pulsada, se empled jugo comercial de manzana
TROPICANA (PepsiCo, Argentina, pH 3,1 = 0,1; 13,1 £ 0,1 °Brix). Para la
obtencién de los jugos, las frutas se lavaron y luego se descontaminaron
externamente sumergiéndolas en una solucion de hipoclorito de sodio al 0,02
% por 3 minutos, se enjuagaron con agua destilada, se secaron con papel
absorbente y finalmente se expusieron a la luz UV por 15 minutos en una
cabina de seguridad biolégica tipo Il (Nuaire Inc., EEUU) (Figura 3.1).
Asimismo, todos los componentes del extractor de jugos se sanitizaron con
alcohol etilico y posterior exposicién a la luz UV. Con el objeto de reducir la
cantidad de pulpa, los jugos naturales una vez obtenidos se centrifugaron
(Eppendorf, modelo 5804 R, Hamburgo, Alemania) a 1000 rpm, 2500 rpm,
5000 rpm y 6000 rpm, para los jugos de melon, frutilla, manzana y naranja,
respectivamente. Por ultimo los jugos se fraccionaron en frascos estériles a -18

°C hasta su posterior utilizacion.

Figura 3.1. Utensilios para la preparacion de jugo en cabina de seguridad biolégica
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3.2

3.3

Reactivos

Extracto de levadura (Laboratorios Britania, Argentina)

loduro de propidio, Pl (Sigma, EEUU)

Fluoresceina diacetato, FDA (Calbiochem, EEUU)

Sodio fosfato dibasico anhidro (NazHPO4) (Anedra, Argentina)
Potasio fosfato monobasico anhidro (KH2POs4) (Biopack, Argentina)
Cloruro de potasio (Anedra, Argentina)

Glucosa (Britania, Argentina)

Sulfato de amonio ((NH4)2S0s4) (Biopack, Argentina)

Sulfato de magnesio (MgS0O4.7H20) (Biopack, Argentina)
Cloruro de calcio (CaCl2.2H20) (Parafarm, Argentina)

Sulfato de manganeso (MnSOa4.4H20) (Anedra, Argentina)
Acido mélico (C4HsO4) (Anedra, Argentina)

Sulfato de zinc (ZnS04.7H20) (Biopack, Argentina)

Cloruro de manganeso (MnCl2.4H20) (Anedra, Argentina)
Acido bérico (HsBOs) (Biopack, Argentina)

Cloruro de cobalto (CoCl2.6H20) (Anedra, Argentina)

Cloruro de cobre (CuCl2.2H20) (Biopack, Argentina)

Cloruro de niquel (NiCl2.6H20) (Biopack, Argentina)

Molibdato de sodio (NazMoOs4) (Anedra, Argentina)

Medios de cultivo

Agar Tripteina Soja (ATS-E) (Laboratorios Britania, Buenos Aires,
Argentina), 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), composicién (g/L): tripteina 17; peptona de soja 3; cloruro de
sodio 5; fosfato dipotasico 2,5; glucosa 2,5; extracto de levadura 6; pH
del medio preparado: 7,3 £ 0,2.
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Agua Peptona bufferada (Laboratorios Britania, Buenos Aires,
Argentina), composicion (g/L): peptona 10; cloruro de sodio 5; fosfato
disdédico 3,5; fosfato monopotésico 1,5; pH del medio preparado: 7,2 +
0,2.

Agar de Recuento en Placa (APC) (Laboratorios Britania, Buenos Aires,
Argentina), composicion (g/L): Tripteina 5; extracto de levadura 2,5; D-
(+) glucosa 1; agar-agar 15; pH del medio preparado: 7,0 £ 0,2.

Agar Extracto de Levadura-Glucosa-Cloramfenicol (YGC) (Laboratorios
Britania, Buenos Aires, Argentina), composicion (g/L): extracto de
levadura 5; D-(+) glucosa 20; cloramfenicol 0,1; agar-agar 15; pH del
medio preparado: 6,6 + 0,2.

Caldo Sabouraud dextrosa (CSD) (Laboratorios Britania, Buenos Aires,
Argentina), composicién (g/L): triptona 5; peptona de carne 5; glucosa
20; pH del medio preparado: 5,7 £ 0,2.

Agar papa dextrosa (PDA) (Laboratorios Britania, Buenos Aires,
Argentina), composicion (g/L): infusién de papa 200, glucosa, 20, agar-
agar 15; pH del medio preparado: 5,6 £ 0,2.

Agar Alicyclobacillus acidoterrestris (AAM), preparado con la siguiente
composicidén (g/L): extracto de levadura 2, glucosa, 2, (NH4)2SO4, 0,2,
MgSO4.7H20, 1, CaCl2.2H20 0,5, KH2PO4 1,2, MnSO4.4H20 0,5, agar
bacteriolégico (Laboratorios Oxoid, Hampshire, Inglaterra) 30; pH del
medio preparado: 4 ajustado con acido malico.

Caldo Bacillus acidoterrestris (Caldo BAM), preparado segun Silva y
Gibbs (2001) con la siguiente composicion (g/L): CaCl2.7H20 0,25,
MgSOa 0,5, (NH4)2SO4 0,2, extracto de levadura 2, glucosa 5, KH2PO4 3,
ZnS04.7H20 0,1, MnCl2.4H20 0,03, H3BOs 0,3, CoCl2.6H20 0,2,
CuCl2.2H20 0,01, NiCl2.6H20 0,02, Na2HPOs4 0,3; pH del medio
preparado:

Agar Bacillus acidoterrestris (BAM), preparado segun Silva y Gibbs
(2001) con la siguiente composicion (g/L): CaCl2.7H20, 0,25, MgSO4 0,5,
(NH4)2SO4 0,2, extracto de levadura 2, glucosa 5, KH2POs 3,
ZnS04.7H0 0,1, MnCl2.4H20 0,03, H3BOs 0,3, CoCl..6H20 0,2,
CuCl2.2H20 0,01, NiCl2.6H20 0,02, Na2HPO4 0,3, agar bacteriologico
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(Laboratorios Oxoid, Hampshire, Inglaterra) 15; pH del medio preparado:
4.

3.4 Microorganismos

En los estudios de inactivacion por LP en condiciones estancas (LPe), se
utilizaron inéculos simples de Escherichia coli ATCC 35218, Listeria innocua
ATCC 33090, Salmonella Enteritidis MA44 y Saccharomyces cerevisiae KE
162. Mientras que para los estudios de inactivaciébn por LPe a diferentes
temperaturas y para el tratamiento combinado US y LPe (US+LPe), se
utilizaron in6culos de S. cerevisiae y esporas de Alicyclobacillus acidoterrestris
ATCC 49025. Por ultimo, para los ensayos de LP en sistema continuo (LPc)
simple o en combinacién con US (US+LPc), se emplearon inéculos de las
cepas mencionadas de E. coli, L. innocuay S. cerevisiae.

Para los estudios de dafio celular por citometria y microscopia
electronica de transmision (MET) se empled, la cepa de S. cerevisiae KE162.

Todas las cepas fueron provistas por Medica-Tec SRL, Argentina. Las
mismas se sembraron en estrias de ATS-E para E. coli, L. innocua y S.
Enteritidis, y PDA para levaduras. Los tubos se incubaron a 37 °C y 27 °C,
respectivamente por 24 hs, almacenandolos luego a 4 °C para su posterior
utilizacién. En el caso de A. acidoterrestris, el estriado se realizé en BAM y se

incubé a 43 °C por 48 horas previo a la esporulacion.

3.5 Preparacion de inoculos

Para cada experiencia, se prepararon los indculos transfiriendo una
ansada de cultivo fresco a un erlenmeyer conteniendo 20 mL de CTS-E o CSD.
Los mismos se incubaron a 37 °C o 27 °C, respectivamente durante 24 horas,
hasta alcanzar inéculos en fase estacionaria. Los mismos se centrifugaron a
5000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en 20 mL de agua peptonada.
En el caso de las esporas de A. acidoterrestris, el inéculo se obtuvo
transfiriendo una ansada de cultivo fresco a un erlenmeyer conteniendo 20 mL

caldo BAM y posterior incubacion a 43 °C por 24 h.
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Para obtener esporas de A. acidoterrestris, se sembrd con ansa el
in6culo en botellas tipo Schott, conteniendo agar AAM y se lo incubd durante
una semana a 43 = 1 °C. La remocién de las esporas de las botellas, se realiz6
agregando 15 mL de agua estéril, y con rastrillo de vidrio de raspo
cuidadosamente la superficie del agar. Todo el material celular desprendido se
recogié en tubos falcon y se centrifugdé a 2500 rpm durante 15 mina 4 £ 1 °C.
El pellet resultante se resuspendié en solucién de agua-etanol 50 % v/v con el
fin de eliminar las células vegetativas y se incubé entre 30-60 min. Se volvio a
centrifugar y se resuspendi6 el pellet en agua destilada. Se repitié el ciclo tres
veces mas y finalmente el material celular se resuspendié en agua destilada.
Se almacenaron las esporas en tubos eppendorf a -18 °C hasta su posterior
utilizacién (Silva y Gibbs, 2001).

3.6 Caracterizacion de los jugos

El pH de los jugos se determiné utilizando un pHmetro PerpHect pH/ISE
modelo 310 (Orion Research Inc., Beverly, EEUU). Por otra parte, la
concentracion de sdélidos solubles (°Brix) se midié utilizando un refractémetro
PR-101 Palette (ATAGO Co. LTD, Japén). La turbidez de los sistemas se
determin6 mediante un turbidimetro (LaMotte, Maryland, EEUU) usando un
patron de formazina (100 NTU). El espectro de absorbancia de los jugos se
midié en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso entre 200-1100 nm empleando un
espectofotémetro UV-visible (Jasco V-630, Tokio, Japén) con el fin de
determinar la transparencia de los jugos a la luz UV. Para ello, se midieron
diluciones al 0,5 % V/v de cada muestra. Las mediciones se tomaron por
triplicado. Para estos estudios, se empelaron muestras de jugo sin inocular.

Se determin6 el tamano de particula en el rango de 0,6 nm—6 um por
dispersion dinamica de luz (DDL) a 20 °C (Zetasizer Nano-Zs; Malvern,
Worcestershire, UK) provisto de un laser de He-Ne (633 nm) y un
correlacionador digital (Modelo ZEN3600). Las mediciones se llevaron a cabo
por triplicado y a un angulo de dispersiéon fijo de 173 grados. En DDL, la
muestra es iluminada con un rayo laser y la intensidad de la luz dispersada es
dependiente del tamano de particula debido a las fluctuaciones en la
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intensidad. La relacion entre el tamafno de particula y el coeficiente de difusion
se define por la ecuacion de Stokes—Einstein (d(H)=(k.T)/(3.n .n.D)) (Malvern
Instruments, 2004), donde, d(H): didmetro hidrodinamico (m); D: coeficiente de
difusién traslacional (m?s™); k: constante de Boltzmann
(1.38 x 1072 N m K™"); T: temperatura absoulta (K); n: viscosidad del solvente
(Ns m).

La distribucion de intensidad en tamarno se convirtio, usando la teoria de
Mie (Malvern Instruments, 2004), en una distribucién en volumen. El tamafo de
particula en el rango de 0,1 a 1000 ym se determiné por triplicado mediante
dispersion estatica de luz (DEL) en un equipo Mastersizer 2000 (Malvern,
Worcestershire, Reino Unido) equipado con una unidad de dispersiéon Hydro
2000MU (Malvern, Worcestershire, Reino Unido). La velocidad de la bomba se
sete6 a 1800 rpm.

Para ambos rangos de medicién, se empled un valor de indice de
refraccion de los jugos de 1,35 y absortividad igual a 0,1.

Se realizé un analisis de la varianza multivariado (MANOVA) con el
objeto de detectar diferencias en la absorbancia a 254 nm, la turbidez y el
tamano de particula entre los distintos jugos empleados. En caso de detectar
diferencias significativas, se aplico el test de Hotelling corregido por Bonferroni.

3.7 Estudios de inactivacion
3.7.1 Tratamiento LP en sistema estanco

3.7.1.1 Descripcion del equipo

Los tratamientos por LP se llevaron a cabo en un sistema RS-3000B
Steripulse-XL (Figura 3.2) (Xenon Corporation, Woburn, MA, EEUU), que
produce una radiacion policromatica en un rango de 200 a 1100 nm. El
sistema consisti6 de un modulo controlador RC-747, una cémara de
tratamiento que aloja una ldmpara de xenoén (no téxica y libre de mercurio) vy
un sistema de refrigeracion anexado a dicha l|dmpara que evita el
sobrecalentamiento durante la operacion. El sistema generd pulsos de luz de
alta intensidad con una velocidad de 3 pulsos de 360 ps de duracién por
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segundo. Cada pulso entregd 1,27 J/cm? con una entrada de 3800 V a 1,9 cm
de la lampara.

Figura 3.2. a) Equipo de LP. utilizado, b) Placa de 100 mm Petri conteniendo jugo
frutal dentro de placa de 150 mm conteniendo hielo en escamas a modo de obtener
una Tprde 12 £ 1 °C.

Unidad de la lampara
(adentro: lampara de
xendn)

>

Jugo (5 mLeentenido en placa de 10

mm a 0,1 mide distancia de la lampar

3.7.1.2 Estudios de reto microbiano

Se anadieron 100 pL de inéculo (ver Materiales y Métodos, apartado
3.5) a 49 mL de jugos comerciales de manzana y naranja o naturales
exprimidos de manzana, naranja, frutilla y melén, dentro de una placa de Petri
de modo que la superficie de la misma quedase completamente cubierta y con
un espesor de 1 x 10° m. La placa se aline6 respecto a la lampara a una
distancia de 0,1 m como se muestra en la Figura 3.2a. Esta distancia fue
elegida basandose en estudios preliminares (Gémez y col., 2011) dado que
esta condicion reunié las caracteristicas de lograr un producto
microbiolégicamente estable y al mismo tiempo mantener caracteristicas de
calidad similares al producto fresco. Para evitar incrementos significativos en la
temperatura del sistema, la muestra de jugo contenida en una placa de Petri de
100 mm se colocd en una placa de mayores dimensiones (150 mm) cubierta
con hielo en escamas como muestra la Figura 3.2b. Consecuentemente, la
temperatura del jugo disminuyé 2-3 £ 1 °C, alcanzando una temperatura final
(Ter) de 12 £ 1 °C luego del tratamiento con LPe. Las muestras se trataron
entre 0y 60 s (0 a 71,64 J/cm?)
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Las experiencias se realizaron por ftriplicado para cada condicién
ensayada. En la Figura 3.3 se muestra un esquema del procesamiento por
LPe. Las medidas de fluencia se llevaron a cabo con una cabeza piroeléctrica
modelo ED500 (Gentec Electro-Optics, Québec, Canada) conectada a un
osciloscopio modelo TDS 2014 (Tektronix, Beaverton, EEUU), con una apertura
de cubierta de 20,3 cm?. La temperatura se monitoreé durante la irradiacién
empleando una termocupla tipo T conectada a un registrador de datos Digi-
Sense model 69202-30 (Barnant Company Division, Barrington, EEUU). Las

muestras inoculadas no tratadas fueron usadas como control.

3.7.1.2.1 Efecto de la contaminacion inicial de jugo de manzana en la
efectividad del proceso

Con el objeto de evaluar la influencia de la contaminacién inicial de los jugos en
la efectividad del tratamiento por LPe, se seleccioné la cepa de A. acidoterrestris
por ser un microorganismo deteriorativo de jugos resistente a los tratamiento
térmicos tradicionales. Se inocul6é jugo de manzana comercial Tropicana con
tres concentraciones iniciales diferentes de esporas de A. acidoterrestris (~
2x103, 2x10% 0 2x108 UFC/mL) y se las traté seglin la metodologia descripta en
Materiales y Métodos, seccion 3.7.1.2 (Figura 3.3).

3.7.2 Tratamiento de ultrasonido de alta intensidad

En el caso de la aplicacién de US simple o la combinacion con LPe, el
tratamiento ultrasénico se llevd a cabo en un recipiente doble camisa de 150
mL de capacidad (diametro 6,3 cm; altura 7,6 cm) conectado a un bafo
termostatico (HAAKE, modelo Rotovisco, RV12, Alemania), para alcanzar una
temperatura (Tus) de 20, 30 0 44 + 1 °C en el vaso, como se muestra en la
Figura 3.4. Se colocaron noventa y cinco (95) mL de jugo de manzana
comercial o natural exprimido en el vaso y se inicié el proceso de sonicacion.
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Figura 3.3 Esquema de las muestras procesadas con LPs
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Mientras que, para la combinacién de US con LPg, el tratamiento ultrasénico se
llevé a cabo en un recipiente doble camisa de 600 mL de capacidad (diametro
interno 8 cm; altura 13 cm) y una temperatura (Tus) de 30 + 1 °C. En cada
experiencia, se colocaron 245 mL de jugo de manzana comercial o natural
exprimido en el vaso y se luego se procedi6 a aplicar el US. En ambos casos,
La temperatura del sistema aumenté debido a la cavitacion, estabilizdndose
luego de aproximadamente 3 min, para luego mantenerse constante a lo largo
de toda la experiencia, gracias a la recirculacion de agua del bafno
termostatico. A continuacion, se afadieron 5 mL del in6culo (~ 2x108 UFC/mL
para levaduras o esporas), preparado segin Materiales y Métodos, apartado
3.5. Debido al burbujeo generado por el proceso de cavitacion, los sistemas
siempre se mantuvieron agitados desde el comienzo de cada experiencia. Para
los estudios cinéticos, 1 mL de muestra se tomaba a intervalos regulares de
tiempo hasta los 10 o 30 min de tratamiento. Los tubos de dilucién con agua
peptonada permanecieron refrigerados hasta la posterior determinacion de
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microorganismos sobrevivientes. La temperatura de las muestras se monitore6
continuamente mediante una termocupla anexada al equipo de US. Las
muestras inoculadas no tratadas fueron usadas como control. Las experiencias

se evaluaron por triplicado para cada condicién ensayada

Figura 3.4 Equipo de US utilizado para la aplicacién de los tratamientos.

Procesador de
us

Punta de US

Bafio termostatico

Jugo

Vaso doble
camisa

El ultrasonido de alta intensidad y baja frecuencia (20 kHz, 600 watts,
95,2 um (80 %) de amplitud de onda) (Vibracell®, Sonic Materials Inc.,
Chicago) se aplicoé al medio a través de una punta de prueba de titanio de 13
mm de didametro inmersa en el medio a una altura prefijada por investigaciones
anteriores (Guerrero y col., 2001 y 2005). El equipo poseia una compensaciéon
automatica de la amplitud para asegurar una medicién uniforme de la misma al
margen de las fluctuaciones del voltaje. La punta de prueba o sonda fue
calibrada previamente siguiendo los pasos sugeridos por el proveedor del
equipo.

En la Figura 3.5 se muestra un esquema del procedimiento empleado
para la aplicacion del US. Los sistemas fueron sonicados durante 10 o 30
minutos e inmediatamente procesados por LPe (US+LPe) 0 no (US simple); o
tratados durante 30 minutos seguidos de la irradiacién con LPc (US+LPc).
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Figura 3.5. Esquema del procesamiento de las muestras tratadas con US.
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3.7.3 Estudios de reto microbiano en tratamiento LPe en combinacion
con temperatura moderada

Se anadieron 100 yL de indculo (preparados segun lo explicado en
Materiales y Métodos, seccion 3.5) a 4,9 mL de jugo comercial de manzana y
naranja, o natural exprimido de manzana, naranja, frutilla y melén dentro de
una placa de Petri de modo que la superficie de la placa quedase
completamente cubierta con muestra y con un espesor de 1 x 102 m. Se
seleccionaron tres valores de temperatura inicial de los jugos (Tvri): 2, 30 0 44
+ 1 °C, de modo de obtener diferentes perfiles térmicos durante el
procesamiento por LP. La placa se alined respecto a la lampara a una distancia
de 0,1 m como se muestra en la Figura 3.2a. Se irradié entre 0 y 60 s (0 a
71,64 Jicm?) a tres temperaturas finales (Tipf) generadas debido al
procesamiento por LP, cuyos valores finales dependieron de la matriz
empleada. Para poder procesar el jugo por LP a la menor temperatura, la placa
de Petri de 100 mm conteniendo la muestra se colocd en una placa de 150 mm
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cubierta con hielo en escamas, tal como se describi6 en Materiales y
Métodos, apartado 3.7.1.2. Las muestras inoculadas no tratadas fueron
usadas como control. Las experiencias se evaluaron por triplicado para cada
condicibn ensayada. En la Figura 3.6 se detalla un esquema del
procesamiento de la combinacidn de LPe con temperaturas moderadas.

Las medidas de fluencia y los perfiles de temperatura se obtuvieron
como se detall6 en Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.3.

3.7.4 Estudios de reto microbiano en tratamiento LP. con pretratamiento
us

Cinco (5) mL de jugo sonicado durante 10 o 30 min tal como se describio
en Materiales y Métodos, seccion 3.7.2, se sometié a tratamiento por LPe
durante tiempos comprendidos entre 2y 60 s LP (Twri: 2 £1 °C, 30+ 1 °C 0 44
+ 1 °C) bajo las condiciones detalladas en Materiales y Métodos, apartado
3.7.3. Las experiencias se evaluaron por triplicado para cada condicidén
ensayada. En la Figura 3.7 se muestra un esquema del protocolo seguido para
la aplicacion de la combinacion US+LPe y temperaturas moderadas.

Se aplicé un ANOVA (Apéndice, apartado 6.2) de dos factores para evaluar la
influencia del tiempo de tratamiento (US, LPe y US+LP) y la temperatura. El
nivel de significacion se fij6 a p< 0,05. Se verificaron los supuestos de
homocedasticidad y normalidad. Se evaluaron los contrastes de interaccion
mediante el Test de Tukey. En la Figura 3.7 se detalla un esquema del

procesamiento de la combinacién de LPe con temperaturas moderadas y US.
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Figura 3.6. Esquema del procesamiento del jugo con LPs en combinacién con
temperatura moderada
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Figura 3.7. Esquema del procesamiento del jugo con US+LP. en combinacién con
temperatura moderada
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3.7.5 LP en flujo continuo (LPc)

Los tratamientos LPc se llevaron a cabo en un equipo RS-3000B
Steripulse-XL (Xenon Corporation, Wilmington, MA, EEUU) como el descripto
en Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.2, pero con algunas modificaciones
para lograr un procesamiento continuo del jugo. En cada experiencia el jugo
frutal (250 mL) se recirculd a 155 mL/min empleando una bomba peristaltica
(CPX-400, Cole Parmer, lllinois, EE.UU.) por un sistema disenado para tal fin el
cual consistié de dos tubos de cuarzo transparentes a la luz (d.i. 0,001 m)
localizados a 0,1 m de la lampara ( y ubicados en la zona donde la dosis
emitida por la lampara es constante) y conectados en serie por mangueras
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flexibles autoclavables (Cole-Parmer, Masterflex, L/S 15, lllinois, EEUU) que
descargaban a un vaso de 400 mL de capacidad. El vaso se colocé en un bafo
de hielo, mientras que los dos tubos de cuarzo (con una longitud total de
exposicién a la LP de 0,20 m cada una y cubiertas con papel aluminio en las
zonas de no exposicion) estaban insertos en un sistema de enfriamiento
constituido por una unidad de aluminio sellada por la cual circulaba un
refrigerante (etilenglicol, calidad industrial) para evitar incrementos en la
temperatura del sistema debido al tratamiento con LP (Figuras 3.8 y 3.9). Las
diferentes dosis de LP se obtuvieron alterando el numero de pulsos aplicados
(Gémez y col., 2011). Las experiencias se llevaron a cabo por triplicado.

Para cada tratamiento, 250 mL de jugo inoculado previamente sonicado
0 no, fue expuesto al tratamiento por LPc (10 min, 0,15 J/cm?). Como control,
se emplearon muestras inoculadas sin tratamiento con LPc. Las mediciones de
temperatura del sistema en el tiempo y fluencia se realizaron tal como se
describié en Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.3.

Previo al uso del dispositivo de LPc, la unidad fue completamente
enjuagada con agua destilada estéril, mientras que una vez finalizados los
tratamientos, se realizaba un lavado con una solucién de hipoclorito de sodio al

5 %v/v durante 10 minutos, y un posterior pasaje de agua destilada.

Figura 3.8. Equipo de luz pulsada en sistema continuo para el procesamiento de jugo
(a). Detalle de la cdmara de esterilizacion (b). Detalle de los tubos de cuarzo (c).
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Figura 3.8. Continuacion...
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Figura 3.9. Esquema del equipo de LP.. La zona blanca sefalizada en los tubos de
cuarzo corresponde a la regiéon expuesta a LP.
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3.7.5.2 Caracterizacion del procesamiento LP.

Para las experiencias de LP en sistema continuo se utiliz6 como matriz
de tratamiento jugo de manzana (ver Materiales y Métodos, Apartado 3.1).

La velocidad media del flujo se calculé segun la siguiente ecuacion:

v= FVA (3.1)

Donde Fv el caudal de alimentacion (Fv = 155 mL/min= 0,000155 m%/min) y A,

el area anular del reactor (m?) calculado a partir de la ecuacion 3.2:

A= T1/4* Dex?- T1/4* Dini? (3.2)

igual a 0,00001178 m?, siendo el diametro externo (Dex)= 0,004 m y el interno
(Dint)= 0,001 m. Se calculé el numero de Reynolds correspondiente para el jugo
de manzana segun:

pvD
u

Re= (3.3)

a partir de las propiedades fisicas del jugo de manzana a 28 °C: p= densidad
(1040 Kg/m?3) y u=viscosidad (1,1 mPa.s) (Alvarado,1993) y de las variables de
proceso, velocidad media del flujo (v=0,093 m/s) y diametro equivalente De =

0,015 m. El De fue obtenido a partir de la ecuacion 3.4:
De= (Deg'Dog)/Do= 0,15m (34)

El valor de Reynolds obtenido empleando la ecuacion 3.3
correspondi6 a 220 para el jugo de manzana.
El tiempo de residencia (t) dentro de la camara de irradiacién del jugo

correspondio a:

T= V—R =0,02min =012s (3.5)
Fv

siendo Vr= volumen del reactor calculado a partir de la ecuacién 3.6.
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Va= 1 *r2* L= 0,000000314 m3 (3.6)

donde, r es el radio de los tubos y L la longitud total.

El numero de pulsos (NP) recibidos por la muestra fue calculado segun (Pataro
y col., 2011):

NP= 1 x frecuencia pulsos= 0,12 s. 3 Hz= 0,36 (3.7)

Y la dosis correspondiente al tiempo en que el jugo tarddé en completar una
pasada al sistema:

Dosispasada= dosis/pulso x n°de pulsos= 0,398 x 0,36 = 0,14 J/cm? (3.8)

Tomando en consideracién de que el jugo tarda 2 minutos en completar uma
pasada por el sistema; luego de 10 min de procesamiento, la dosis
correspondio a :

Dosis= 0,14 J/cm?x 5= 0,7 J/cm? (3.9)

La energia especifica total se obtuvo multiplicando La dosis por la relacion

entre el area y el volumen del reactor:

Energia especifica total= 0,7 J/cm? x 0,00785 cm? /0,314 mL (3.10)

En la Tabla 3.1 se resumen las condiciones de LP. empleadas.

3.8 Estimacion de Energia eléctrica por orden

La energia eléctrica por orden (Eeo) es una figura de mérito que fue
sugerida por Bolton y col. (2001) para comparar la eficiencia de procesos que
involucran energia eléctrica. La misma es definida como la energia eléctrica en
kilowatts hora (KWh) necesaria para degradar en un orden un contaminante C
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Tabla 3.1. Condiciones del procesamiento de LP. utilizadas

Condiciones LP¢

Dosis por pulso ' 0,398
Flujo 155 mL/min
t2 0,12s
Frecuencia de los pulsos 3 Hz
Amplitud del pulso 360 us
N° Reynolds 220
n3 1,8
Tiempo de tratamiento 10 min
Fluencia LP.* 0,73 J/cm?
Energia especifica total de entrada 0,0175 J/mL
Numero de ciclos 5
Eeo 1,8x103-4,1x103

kW.h/m3/orden

! dosis correspondiente a 10 cm de la ldmpara. 2 Tiempo de residencia teérico calculado a partir
del volumen de los tubos de cuarzo (0,314 mL) y el flujo. ® Nimero de pulsos calculado como el
producto entre tr, frecuencia de los pulsos (3 Hz) y el nimero de ciclos. 4 fluencia LP. calculada
como el producto entre la dosis por pulso y n.

en una unidad de volumen de medio contaminado. Bolton y col. (2001) ha
sugerido 2 ecuaciones segun se considere operaciones batch (ecuacién

3.11a) o continuas (ecuacion 3.11b):

Pxtx1000
Epo = ——=5 (3.11a)
V+log(>)
P
Erp = —F—— 3.11b
FO ™ Fuog(®) (3110)

donde, P es la potencia de entrada (kW); t, el tiempo de tratamiento; V, el

volumen de muestra a procesar en m3; F es el caudal en m3h,y Coy C, las
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concentraciones inicial y final de los microorganismos. Este parametro fue

estimado para los procesamientos LPe, LPc y US

3.9 Enumeracion de la poblacion sobreviviente

Para la enumeraciéon de la fraccion sobreviviente, se tomaron alicuotas
de los sistemas tratados por LP y se diluyeron, en caso de ser necesario, en
tubos de agua peptonada (0,1 % p/v). Se sembraron por duplicado en
superficie con un plagueador orbital (Autoplate 4000, Spiral Biotech, EEUU),
en medios ATS-E o PDA y se incubaron a 37 °C o 27 °C para bacterias y
levaduras, respectivamente, durante 24 o 48 h. En el caso de las esporas A.
acidoterrestris, las mismas fueron sometidas a calentamiento a 80 + 1 °C
durante 10 min en un bafo termostatico, a modo de estimular la germinacién
de las esporas e inactivar las células vegetativas (Vercammen y col., 2012;
Djas y col., 2011; Podolak y col., 2009). Posteriormente, diluciones apropiadas
fueron sembradas en agar BAM e incubadas a 43 °C durante 72 h (Silva y
Gibbs, 2001).

La técnica de siembra en profundidad se utilizd en el caso de que los
recuentos resultantes fueran bajos. El recuento de colonias se realizé con una
grilla provista con el equipo en el caso de la siembra en superficie, y con un
contador automatico (COMECTA S.A., Barcelona, Espana) para la siembra en
profundidad.

3.10 Representacion grafica de las curvas de supervivencia

Las curvas de supervivencia se generaron a partir de los datos
experimentales, graficando la fraccién sobreviviente como Log N/No (donde N
es el numero de UFC/mL a un tiempo dado y No el numero inicial de UFC/mL)
versus el tiempo de tratamiento (t). Adicionalmente, se obtuvo la dosis de
reduccion decimal (D1o) de la pendiente de la zona lineal de las curvas de
inactivacién graficadas como Log N/No versus la fluencia, a modo de comparar
la sensibilidad de los distintos microorganismos evaluados a los tratamientos
aplicados (Koutchma y Parisi, 2004).
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3.11 Modelado matematico

Uno de los modelos para estudiar la cinética de inactivacion de los
diferentes microorganismos por LP fue el modelo de distribucion de frecuencias
de resistencias tipo Weibull (Peleg y col., 1998):

S(t) = log (Nﬂ) = —b.t" (3.12)

donde S es la fraccion de supervivientes; b y n son los parametros de escala y
de forma, respectivamente. Los valores de b y n luego fueron usados para
generar las curvas de frecuencia de resistencias utilizando la siguiente

ecuacion:

2 — p.n.tP lexp(—b. th) (3.13)

dtc

donde tc es una medida de la resistencia o sensibilidad del microorganismo al

tratamiento aplicado y jﬁes la distribucién de tipo Weibull correspondiente a tc,
t

C

Asimismo, se calcularon otros parametros estadisticos de la distribucién (moda,
media, varianza, y coeficiente de sesgo) (Peleg y col., 1998) a partir de las

siguientes ecuaciones:

tem = [(n —1)/nb]Y/™ (3.14)

te = {I1(n + 1)/n]/b*"} (3.15)

ot = (IT(n + 2)/n] — (IT(n + 1)/n])?}/b?/" (3.16)
_ [rn+3/m)/p3/M

b1 = [f(n+2/n)/b2/n]3/2 (317)

donde T es la funcién gamma, La distribucion moda, tm, representa el tiempo
de tratamiento donde la mayoria de la poblacion muere o es inactivada, es

decir a la frecuencia maxima, La media,t,, corresponde al tiempo medio de los
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distintos tiempos de inactivacién con su varianza, o:?. El coeficiente de
sesgo, vy, representa el sesgo de la distribucidon y esta relacionado con los

miembros mas resistentes de la poblacién microbiana.

Las curvas de inactivacion fueron también ajustadas por el modelo

bifasico propuesto por Cerf (1977):
log10(N)=log,o(No) + logo(f * e ¥Mm®X 1t 4 (1 — f) x e~Fmaxz*t)  (3.18)

donde, a es la proporcién logaritmica entre la fraccién de la poblacién sensible f
y la resistente (1-/); y kmax1 ¥ Kmaxe son las tasas de inactivacion de las dos
subpoblaciones respectivamente.

Una version de 4 parametros del modelo propuesto por Coroller y col.
(2006) basado en dos distribuciones Weibullianas mixtas de resistencias
bacterianas fue también aplicado:

log1o (Nio)=ﬁ(10‘(a—t1)p+“ + 10‘(6—2)p) (3.19)
donde p es el parametro de forma, a es la proporcion logaritmica entre la
fraccion sensible (f) y la resistente (1-f), 1y 62 son los tiempos para la primera
reduccion decimal de la subpoblacién 1 y la subpoblacién 2, respectivamente.
Todos los parametros del modelo se calcularon aplicando el procedimiento de
regresion no lineal de Infostat 2009 (InfoStat Group, FCA-UNC, Coérdoba,
Argentina).

La validacion interna de los modelos matematicos utilizados se realiz6
calculando y analizando los siguientes parametros estadisticos: la raiz
cuadrada de los cuadrados medios del error (RMSE) (Alzamora y col., 2005a);
el criterio de Akaike (AIC) (Akaike, 1973), el criterio Bayesiano Schwarz (BIC)
(Quinn y Keough, 2002) y el coeficiente de determinacion ajustado por los
grados de libertad del modelo (R24). Las ecuaciones correspondientes se
encuentran en el Apéndice, apartado 6.3.

Se aplicé un andlisis de componentes principales (PCA, detallado en el
Apéndice, apartado 6.2.2) a modo de ilustrar las relaciones entre los sistemas
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tratados con LP y la absorbancia a 254 nm (A 2s4nm), la turbidez y las
reducciones logaritmicas alcanzadas. Asimismo, se realizdé un PCA para ilustrar
las relaciones entre la concentracion de esporas inicial y los parametros
obtenidos de los modelos. El coeficiente de correlacion cofenética (CCC) se
obtuvo como una medida de fidelidad de cuanto conserva el analisis las
distancias euclideas originales entre los datos. Un adecuado analisis de PCA
se corresponde con valores de CCC cercanos a 1,0.

3.11.1 Modelado matematico del estudio de Ila influencia de Ia

contaminacion inicial en la efectividad del tratamiento por LPe

Con el propésito de estudiar el efecto de la contaminacién inicial en la
efectividad del procesamiento por LPe, se evalud la cinética de inactivacion de
esporas de A. acidoterrestris por LPe en jugo de manzana comercial Tropicana
utilizando distintas concentraciones de indculo inicial, tal como se describidé en
Materiales y Métodos, seccion 3.7.1.2.1. para ello, se aplico el modelo de
distribucién de frecuencias de resistencias tipo Weibull y el modelo bifasico a
los datos experimentales aplicando las ecuaciones 3.12 y 3.18,
respectivamente de Materiales y Métodos, seccion 3.10. Asimismo, se
generaron las distribuciones de frecuencias de resistencias aplicando las
ecuaciones 3.13 a 3.17.

Por otra parte, se aplico un PCA a modo ilustrar la relacion entre el tamaro
de in6culo y los parametros de los modelos de Weibull y bifasico.

Se estimé mediante regresion multiple la ecuaciéon de segundo orden que
relaciona al tiempo de tratamiento (t) por LPe con las reducciones logaritmicas
de A. acidoterrestris alcanzadas (Log N/No) y la concentracién inicial de
inbculo en el jugo de manzana comercial Tropicana (C) mediante la
metodologia de superficie de respuesta (MSR, detallado en el apéndice),
utilizando el programa Statgraphics Plus para Windows 5.1® (Statistical
Graphics Corp., Washington, EEUU).
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3.12 Dinamica del crecimiento de poblaciones microbianas
sobrevivientes durante el almacenamiento en refrigeracion de jugos

frutales tratados con LPe.

3.12.1 Evolucion de los microorganismos inoculados y tratados con
LP. y US+LP..

Para el caso de los sistemas tratados o no con LPe (60 s; Tipi: 2 £ 1 °C),
segun lo explicado en Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.2, se analiz6 la
evolucion de la carga microbiana sobreviviente de E. coli, S. Enteritidis, L.
innocua y S. cerevisiae inoculados en jugos comerciales de manzana y
naranja, y en jugos naturales exprimidos de manzana, naranja, melén vy frutilla
durante el almacenamiento refrigerado (5 °C). Mientras que para los sistemas
tratados o no (control) con US+LPe (Materiales y Métodos, apartado 3.7.4),
se estudio la evolucion de S. cerevisiae y las esporas de A. acidoterrestris en el
jugo comercial de manzana durante el almacenamiento refrigerado (5 °C). Las
muestras fueron volcadas en frascos estériles de 10 mL de capacidad color
caramelo y fueron inmediatamente almacenadas a 5 + 1 °C en oscuridad por
12 dias. A cada tiempo de muestreo (cada 24-72 h), se realiz6 el recuento de
microorganismos (por duplicado de muestra y triplicado de cada sistema) para
las muestras control y tratadas. Cuando los tratamientos resultaron en un bajo
recuento (menor a 10° UFC/mL), se plaquearon hasta 3-mL de jugo en
profundidad. Los resultados se expresaron como log N/No en funcién del
tiempo de almacenamiento. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

Se realizé un ANOVA de dos factores a modo de evaluar la influencia del
jugo y la cepa la inactivacién observada luego de 12 dias de almacenamiento
refrigerado. Se aplico el Test de Tukey en el caso de hallar diferencias

significativas.

3.12.2 Evolucion de la flora nativa

Se estudié la evolucion de la flora nativa de los jugos naturales exprimidos

de manzana, naranja, melon y frutilla sometidos a 60 s de LPe (Tiri: 2 £ 1 °C)
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durante el almacenamiento refrigerado. Por otra parte, se estudio la evolucién
de la flora nativa del jugo de manzana exprimido tratado mediante el
procesamiento combinado US+LPc. Para ello, se obtuvieron los jugos como se
explicé en Materiales y métodos, apartado 3.1, pero con la variante de que el
procedimiento se llevd a cabo en un ambiente no estéril y los utensilios
utilizados no fueron sanitizados previamente. Asimismo, los jugos de manzana
y naranja fueron tratados luego de 12 h de su obtencién, de modo de promover
el nivel de la microflora presente. Cuatro muestras independientes tratadas
segun la Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.2 fueron almacenadas en
frascos de 20 mL color caramelo a 5 £ 1 °C por 10 dias. Los ensayos se
realizaron por duplicado y se analizaron dos replicados de cada condicién. A

intervalos de tiempos regulares (48-72 h) se analizo el recuento de:

e Microorganismos mesofilos aerobios: plaqueo en Agar APC e
incubacién a 37 °C por 72 h.
e Hongos y levaduras, plagueo en Agar YGC e incubacion a 25 °C

durante 5 dias.

Los resultados se graficaron como log N en funcion del tiempo de

almacenamiento.

3.13 Evaluacion del color en el almacenamiento

Con el objeto de determinar el efecto de los tratamientos de
preservacion sobre los jugos y los cambios deteriorativos que pudieran ocurrir
durante el almacenamiento, se estudié la evolucion del color del jugo de
manzana comercial y natural control (sin tratamiento alguno), de las muestras
procesadas por LPc simple (10 min) y por US+LPe.

Las mediciones colorimétricas se practicaron en un fotocolorimetro
triestimulo Minolta CM-508-d (Minolta Corp., Japén) con esfera integradora,
usando una apertura de 1,4 cm de didmetro. Se colocaron 3 mL de jugo en
cubetas disenadas especialmente con base de vidrio y paredes de PVC opaco
de 2,5 cm de diametro interno y 1 cm de altura. Se determiné la evolucién del
color durante el almacenamiento a 51 °C durante 12 dias. Periédicamente se
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tomaron muestras por duplicado de cada sistema y se colocaron 3 mL de
muestra en las cubetas. La iluminacién se realizé desde la base vidriada de
una cubeta y se colocaron como fondo placas blancas y negras. Se obtuvieron
los valores triestimulo: X, Y y Z (espacio CIE) y también las correspondientes
transformaciones matematicas: L*, a*, b* (espacio CIE Lab) de forma
automatica. Las experiencias de realizaron por duplicado y ademas de cada
condicién se registraron mediciones por duplicado. Los calculos se efectuaron
para el iluminante estandar C (luz diurna) y angulo de observador estandar de
2°.

Por otra parte se calculd el “indice de browning” (Bl, Gébmez y col., 2011)
y la opacidad (Op), segun las ecuaciones 3.20 y 3.22, respectivamente. Si la
opacidad es menor a 1, entonces L* (fondo blanco) es mayor a L* (fondo

negro), indicando que la muestra es traslucida.

_ [100(x-0.31)]

BI (3.20)
0.172
donde,
X
X = m (3.21)
Op - L?fondo negro)/L?fondo blanco) (3.22)

Se analizé la evolucion de la relacion del Bl dado a un dado tiempo de
almacenamiento en relacién a Bl inicial (BI/Blo) y la opacidad de los jugos en el
tiempo. Se aplicé un Analisis multivariado de la varianza (MANOVA, ver detalle
en el Apéndice) con el fin de detector diferencias en los valores de L*, a*, b*,
Bl/Blo y opacidad de los jugos segun los factores “tratamiento”, “tiempo” y la
interaccion “tratamiento*tiempo”. Se fij6 el nivel de significacion en p< 0,05. Se
aplicé el Test de Hotelling corregido por Bonferroni en caso de detectar

diferencias significativas.
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3.14 Estudio del dafo celular por citometria de flujo

Se aplicd la técnica de citometria de flujo (CF) con el fin de observar
diferentes aspectos del estado fisiologico tales como la actividad metabdlica y
la integridad de la membrana plasméatica de S. cerevisiae inoculada en agua
peptonada pH 3,5y 5,6 y jugo comercial de manzana, y tratada durante 2-60 s
LPe (2,4 J/cm? a 71,6 J/cm?; Tiei,: 2 + 1 °C), seguin lo explicado en Materiales y
Métodos, apartado 3.7.1.3. Asimismo se evaluaron mediante esta técnica los
jugos de manzana comercial y natural inoculados con S. cerevisiae tratados o
no, con US simple (10 y 30 min; Tus: 20 y 44 °C), LPe simple (60 s; Tipi: 2 'y 44
°C) y con el tratamiento combinado US+LPe, tal como se describié en
Materiales y Métodos, apartado 3.7.2, 3.7.3 y 3.7.4. Las muestras se
centrifugaron 5 min a 8000 rpm mL y suspendidas en 1 mL de buffer fosfato
(PBS buffer, pH 7). Se aplicé una doble marcacién sobre las muestras tratadas
o no (~ 2x10% UFC/mL) con FDA (Calbiochem, Alemania) y Pl (Sigma Aldrich,
EE.UU.). Se emplearon como controles células no irradiadas y marcadas con
FDA y células incubadas a 85 + 1 °C por 15 min e inmediatamente marcadas
con Pl a modo de definir las regiones positivas y negativas del histograma.
También se emple6 un control de autofluorescencia con células no marcadas ni
tratadas con LP. Las células control e irradiadas fueron incubadas con 0,1 uL
FDA (5 mg/ml acetona) a 37 £ 1 °C durante 30 min, centrifugadas por duplicado
(8000 rpm, 5 min) y suspendidas en 1 mL de buffer fosfato (buffer PBS, pH 7).
A continuaciéon se anadieron 0,5 pL de PI (1 mg/mL agua) y se incubd a
temperatura ambiente 10 min en oscuridad. Las muestras se mantuvieron en
hielo hasta su posterior determinacion (maximo 1 h) (Figura 3.10). Las
mediciones se llevaron a cabo en un citdmetro BD FACSAria Il (BD; Nueva
Jersey, EE.UU.) (Servicio de citometria, FCEyN, UBA, Buenos Aires,
Argentina). Se colectaron las sefiales de dispersion y fluorescencia como
senales logaritmicas de cada célula individual al pasar por la zona del laser. La
fluorescencia verde de las células marcadas con FDA se colectd por el canal
FL1 (525 + 15 nm), mientras que la fluorescencia roja de las células marcadas
con PI se colectd por el canal FL2 (620 + 15 nm). La concentracién celular y la
velocidad de flujo se ajustaron a modo de registrar 200 células por segundo, y
se registraron 20,000 eventos en total por muestra. Las condiciones se
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evaluaron por triplicado para cada dosis de LP. Se emple6 el programa WinMDI
2.8% para el andlisis de datos.

Durante las mediciones, se obtuvieron los graficos de punto tamano
representando la dispersion frontal de la luz (FSC) versus los graficos de punto
representando la dispersion lateral de la luz (SSC), que permiten determinar las
propiedades de fluorescencia de la poblacién. Estos graficos permiten
diferenciar graficamente la poblacion de estudio y encerrarla segun sus

propiedades de fluorescencia.

Figura 3.10. Esquema del protocolo seguido para el analisis de citometria de
flujo.

/ \

Inéculo (0,1 mL) Inoculacién en jugo de

manzana comercial o natul
agua peptonada (pH 3,5y 5,¢

J

Procesamiento con lLRUS
o US+LR

AV

Centrifugacion 5 min
a 5000 rpm y Agregado de 0,1 pL de FDA.

resuspension ed — Incubar 37 °C, 30 min
mL de buffer PBS ﬂ

P

Plaqueo en
superficie Centrifugacion y lavado con PBS
2 ciclos

J

Agregado de PI, 25 °C 10 mil
a oscuridad

Clasificacion de ﬂ L
células <= Lectura en el citbmetro

Ademas se estimo la actividad esterasa residual aplicando la ecuacién
3.23, en la cual se establecio la actividad enzimatica de la poblacién tratada en

relaciéon a la actividad de las células sin tratar. Sélo las células marcadas con F
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(cuadrante i, ver Tabla 1.8, Introduccién, apartado 1.11.2) fueron
consideradas en el calculo. Por otra parte, para calcular la actividad esterasa
total (EAwta) se aplicéd la ecuacion 3.24, que involucra la actividad esterasa de

las poblaciones halladas en los cuadrantes 1y 2.

#1p

%EA = ( )x 100 (3.23)

#1lcert

#1T+ #ZT
#lceri+ #2cer1

%EAcoa = )x 100 (3.24)

donde, EA es la actividad enzimatica residual luego de aplicado el tratamiento;
#11 y #2r son los porcentajes de la poblacion en los cuadrantes i y i
respectivamente luego de la aplicacion de LPe simple, US simple o su
combinacién; #1cim y #2ctn son los porcentajes de las subpoblaciones en los
cuadrantes i y ii previos a la exposicion del tratamiento.

El incremento en las células permeabilizadas (incremento de PI) fue
calculado como (log Nori-log Nip) donde Nori es el nUmero de células que no
incorporaron Pl (es decir, células que no presentaron fluorescencia roja) antes
del tratamiento y NLp es el numero de células que no tomaron Pl (cuadrante iv,
ver Tabla 1.8, Introduccion, apartado 1.11.2) luego del tratamiento.

En el caso del estudio por CF con LPe simple en los sistemas modelo y
jugo de manzana comercial, a la subpoblaciéon del cuadrante ii (F*PI*), se le
aplico la técnica de clasificacién de células o cell sorting, a modo de determinar
si dicha fraccidén con doble marcacién tenia la capacidad de formar colonias al
sembrarlas en un medio rico. Por otra parte, se aplicé la técnica de clasificacién
de células con el objeto de analizar una posible recuperacién de las células
marcadas como F7/PI* (cuadrante iv), a los sistemas de jugo de manzana
comercial tratados 30 min US o 30 min US+LPe (Tiri: 2 1 °C 044 £ 1 °C). En
ambos casos, las células se sortearon a una velocidad de 2000 eventos/s
hasta adquirir 100,000 eventos. Las alicuotas obtenidas fueron plaqueadas en

116



un medio rico no selectivo (SAB) e incubadas 72 h para analizar una posible
recuperacion. Los resultados se expresaron como log No/N.

3.15  Microscopia electronica de transmision

Se utiliz6 la técnica de microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)
para observar los dafos en células microbianas expuestas a LPe. Debido a la
complejidad de la preparacion de las muestras y su alto costo, se seleccionaron
s6lo algunas condiciones y a S. cerevisiae como microorganismo de referencia
por su alta resistencia al tratamiento. Se evaluaron los sistemas de agua
peptonada (pH 3,5) y jugo de manzana comercial (pH 3,5) inoculados con la
levadura y tratados con LPe (10 s, 40 sy 60 s; Tiri: 2 £ 1 °C), segun lo
descripto en Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.2. Asimismo, se evaluaron
los dafos de S. cerevisiae inoculado en jugo de manzana comercial y tratados
con LPe (20 sy 60 s; TeLi: 44 £ 1 °C), 10 min US (Tus: 44 £1 °C) y 10 min US +
60 s LPe (Tiri: 44 £+ 1 °C), de acuerdo al procedimiento detallado en el
apartado 3.7.2, 3.7.3 y 3.7.4. Por ultimo, se analizaron esporas de A.
acidoterrestris tratadas con LPe (60 s; Tiri: 44 + 1 °C) en jugo de manzana
comercial, segun lo descripto en el apartado 3.7.3. En cada experiencia, 1 mL
de muestra tratada o no (control), se centrifug6é a 5000 rpm durante 5 min y se
descartdé el sobrenadante. El pellet resultante se resuspendié en 2 mL de
solucion de glutaraldehido al 2,5 % (P/v) en buffer fosfato 0,1 (pH 7,1) durante 2
h a 4 °C; lavado con buffer fosfato 0,1 M y fijado posteriormente con KMnOg4 (2
% P/i) en buffer fosfato 0,1 M por 17 h a 4 °C. Posteriormente, se realiz6 un
lavado con agua destilada y deshidratacion en alcohol con graduacién
ascendente (50%-70%-96%-100%) en acetona, y se embebié en Epon 812
(Shell Chemical Company, EE.UU.), durante 48 h (Bolondi y col., 1995). Los
tacos se cortaron con ultramicrétomo (Sorvall MT2, EEUU) y fueron tefnidos con
acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron al microscopio (TEM
Philips EM 301, Centro de Microscopias Avanzadas, FCEN, UBA, Buenos
Aires, Argentina).El revelado de las micrografias se llevd a cabo en el Centro
de Produccién Documental (CePro, FCEN, UBA, Buenos Aires, Argentina).
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3.16 Analisis sensorial

Se realizaron distintos estudios sensoriales con consumidores habituales de
jugo de manzana con el objeto de evaluar el impacto de esta bebida tratada
con LP. Para ello muestras de jugo de manzana exprimido y tratado con LPc o
la combinacion US+LPc, se sometieron a la evaluacion de un grupo de
consumidores segun las siguientes pruebas:

e Test de diferencia contra control

e Test de campo

e Test de vida util sensorial
las cuales se describiran en detalle adelante.

3.16.1 Area de prueba

Se seleccion6 una habitacién con luz natural, temperatura agradable y
libre de posibles distracciones, que fue dividida en dos sectores: zona de
andlisis y zona de preparacién de las muestras. Para que los juicios fuesen
independientes, el sector de analisis fue dividido en seis cubiculos blancos
(Figura 3.11). Cada uno de ellos fue provisto de un vaso con agua para el
enjuague de la boca entre las degustaciones en caso de ser necesario.

3.16.2 Jueces

Las diferentes pruebas se realizaron con consumidores frecuentes de
jugo de manzana, reclutandose un numero de jueces determinado segun el tipo
de prueba. Fueron invitados a participar de las sesiones estudiantes
universitarios y personal de la universidad, cuyas edades oscilaban entre los 20
y los 45 anos. Al finalizar la prueba se les otorgd una pequefia recompensa

consistente en una golosina, en agradecimiento por su colaboracién.
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Figura 3.11. Sala de evaluacion sensorial.

3.16.3 Test de diferencia contra control

Esta prueba discriminativa se implementé para verificar si los
consumidores encontraban alguna diferencia entre las muestras sin tratamiento
(control) y las muestras tratadas con LPc y US+LPc, asi como también la
magnitud de la misma.

Los jueces recibieron dos muestras presentadas de manera idéntica en
todas sus propiedades y codificadas en claves de tres cifras y el control
camuflado presentado también como muestra incognita, acompanados por otro
vaso identificado como control (C), como en ilustra en la Figura 3.12. En cada
sesion, 15 mL de jugo se sirvieron en vasos plasticos de color rojo a una
temperatura de consumo entre 8 y 10 °C. El orden de presentaciéon de las
muestras fue al azar asi como también la distribucién de muestras entre los

sujetos. A continuacién se detalla la distribucién de muestras en la cabina:

ABC ACB BAC

BCA CAB CBA

Se les pidi6 a los consumidores que evaluaran la magnitud de la
diferencia global entre cada muestra incognita presentada y el control
identificado como tal, y que lo marcaran en una escala numérica de categorias
desde “ninguna” diferencia a “muy grande”, como se detalla en el Formulario
1. Ademas se pidio, en lo posible, describir la diferencia.
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Se aplicé un ANOVA de dos factores (muestra y sujeto). Las diferencias
entre los sujetos se estudiaron para analizar si los sujetos evaluaron como
grupo. En aquellos casos en los cuales existieron diferencias significativas en
los juicios emitidos por los sujetos, se calculé la minima diferencia significativa
de Fisher (MDS) que habria que superar para eliminar los juicios que se
apartaban del resto.

Se aplicé el Test de Dunnet con el objeto de conocer cuanto difieren las
muestras tratadas respecto del control sin tratar y si dicha diferencia es

significativa.

Figura 3.12. Disposicion de las muestras y material proporcionado a cada cubiculo

L TR

3.16.4 Test de campo

Se realiz6 un test de campo con consumidores con el objeto de evaluar
la impresion global respecto de algunas caracteristicas del jugo de manzana
exprimido. Para ello se siguié el protocolo propuesto por Lawless y Heymann
(2010).

Dada la complejidad que la prueba representa para los consumidores
por la extensién y caracteristicas de la misma y considerando los resultados
obtenidos en el test de diferencia contra control, se selecciond el tratamiento
US+LPec. El Formulario 2 esquematiza la prueba realizada.

En la prueba de impresién global (Formulario 2, punto 1) se empled
una escala heddnica de 9 puntos balanceada, con extremos desde “me
disgusta extremadamente” a me gusta extremadamente”. Se realizaron dos
preguntas abiertas direccionadas acerca del gusto o disgusto del producto, a
contestar en una determinada secuencia, segun el puntaje otorgado en la
prueba de impresién global.
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Luego se procedieron a evaluar en el mismo formulario atributos
particulares en escalas cortas de aceptabilidad, punto justo y/o intensidad
(Lawless y Heymann, 2010). Se incluyeron en el formulario otras dos preguntas
relacionadas con la evaluacion de caracteristicas especificas del jugo (sabor a
manzana y dulzor), las cuales se evaluaron a través de escalas de intensidad
cortas de cinco puntos, con extremos “sin sabor a manzana” a “sabor a
manzana muy intenso” y “no dulce” a “muy dulce”. El sabor acido se evalu6 a
través de una escala de punto justo de cinco puntos a modo de determinar si
este atributo se encontraba en adecuada intensidad (Formulario 2, punto 2).
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Formulario N° 1

Evaluacion de jugo de manzana

N° de bandeja ......... Fecha: /[ /14

Se le ha entregado una muestra control (C) y otras tres muestras de jugo de manzana para que la

ahrwdE

INSTRUCCIONES

respecto del mismo en cuanto a su diferencia global. Las muestras estan ordenadas al aza
Probar primero el control (C).

Luego probar la muestra codificada.

Evaluar la magnitud de la diferencia global de la muestra respecto del control.

Marcar en la escala con una “X” la casilla que mejor exprese la diferencia de sensacion percibida.
Repetir los pasos 1 a 4 con cada muestra. De ser necesario enjuagar la bocaartersagaacads
evaluacion de un nuevo par control-muestra.

Tenga en cuenta que algunas muestras pueden ser iguales al control.

La diferencia global de cada muestra respecto del control es:

Clavedelamuestra:  ........  coiiiier cevvennns

Ninguna 1 |:| |:| |:|
Ligera 2 [ ] [ ] [ ]
Moderada 3 [ ] [ ] [ ]
Grande 4 [] [] []
Muy grande 5 [] [] []

En caso de encontrar diferencia:

¢, Puede describir la misma?
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Formulario 2

Evaluacion de una bebida de manzana

Cédigo de muestra|:|
fecha: / /14

Instrucciones:
Pruebe una pequena cantidad de la muestra recibida y confiando en su primera
impresién responda:

1. Impresién global. Realice una marca en el casillero que mejor refleje su
opinioén

Me gusta extremadamente

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

Me gusta algo

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta algo

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

- D W »~ O O N 00 ©

Me disgusta extremadamente

Si su respuesta es 5 0 magaya a la pregunta y luego a la pregunta
Si su respuesta es 4 o menosya a la pregun®y luego a lgreguntaA.

A. Diga qué le gust6 del producto




Pruebe nuevamente e indique: ¢ Existe algo mas que quiera agregar?

2. Las siguientes preguntas estan relacionadas con la intensidad de
algunas de las caracteristicas del producto:

Sabor a manzana:

Sabor a manzana
muy intenso

Sin sabor a manzana

Sabor dulce:

No dulce Muy dulce

3. ¢Cual es su opinién acerca del sabor acido del producto?

demasiado adecuado demasiado

débil fuerte

Para la realizacion del test de campo, cada juez dispuso de una Unica
muestra (codificada por tres numeros al azar). Todos los participantes
recibieron la misma muestra con distinta codificacion.

En primer lugar, se analizo la informacion brindada por los consumidores

mediante la distribucion de frecuencias de los puntajes asignados en la prueba
de impresién global.
Dado que la distribucién de frecuencias resulté bimodal, se llevd a cabo un
analisis de conglomerados (método de agrupamiento promedio ponderado y
distancia Euclidea) para vislumbrar la existencia de segmentacién en la
preferencia de los consumidores por el jugo de manzana procesado mediante
US+LPc. La bondad del ajuste global se midi6é por el coeficiente CCC (Lawless,
2013).
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3.16.4.1 Segmentacion

Se realizd un analisis jerarquico de conglomerados para la
segmentacion de consumidores en grupos homogéneos y al mismo tiempo
diferente de los otros grupos a modo de analizar si la aceptabilidad del jugo de
manzana procesado por US+LPc¢, que tomando a la poblacion como conjunto
presentaba baja aceptabilidad, examinar si alguno de los grupos emergentes
presenta un fuerte interés en el mismo (Lawless, 2013). Por lo tanto se aplicé el
andlisis jerarquico de conglomerados mediante el método del promedio
ponderado y utilizando la distancia Euclidea (Lawless, 2013) a modo de
minimizar la relacién entre la varianza dentro del cluster y la varianza entre
clusters. Un valor de CCC cercano a 1 indica buen ajuste, considerandose

validos aquellos clusters cuyo CCC fuera mayor a 0,8 (Lawless, 2013).

3.16.5 Test de vida util sensorial

Se llevé a cabo este estudio con el fin de estimar el tiempo en el cual un
dado porcentaje de los consumidores rechazaran el jugo de manzana natural
tratado con US+LPc y almacenado a 51 °C. Las muestras tratadas con
US+LPc segln lo explicado en Materiales y Métodos, apartado 3.8, fueron
colocadas en frascos estériles de 500 mL de capacidad color caramelo y
fueron inmediatamente almacenadas a 5 £ 1 °C en oscuridad, asegurandose
el llenado completo de recipiente. Luego de 0, 2, 4, 5, 6 y 7 dias de
almacenamiento, las muestras se almacenaron en vasos descartables de
color rojo conteniendo 15 mL de muestra y se guardaron a -80 °C hasta su
posterior determinacion. El limite de 7 dias se establecid segun los resultados
obtenidos de la flora nativa (Resultados y Discusion, apartado 4.4.2) que
aseguran calidad microbiol6égica durante todo el periodo de tiempo analizado
para los ensayos de vida util sensorial. S6lo fueron evaluadas las muestras
tratadas debido a la gran cantidad de participantes y la gran cantidad de
muestras necesarias para llevar a cabo este estudio. Se seleccionaron
intervalos de tiempo de muestreo iguales dado que no se observé un aumento

considerable de la flora nativa durante los primeros 7 dias de
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almacenamiento. Se reclutaron 53 consumidores frecuentes de jugo de
manzana. Las muestras fueron presentadas al azar y para cada muestra
probada se les solicitaba a los consumidores que contestaran esta pregunta:
“¢ Usted consumiria este producto?. ¢Si o no?” (Formulario 3). Mediante el
andlisis de supervivencia se determin6é la funcion de rechazo como la
probabilidad de que un consumidor rechace el jugo de manzana antes de un
dado tiempo (funcién de rechazo), mediante la distribucion de Weibull que se

define como:
F(t)=1—exp (—exp (@)) (3.25)
Formulario 3
Evaluacion de una bebida de jugo de manzana verde
Bandeja n°:

INSTRUCCIONES

Pruebe las muestras de jugo de izquierda a derecha y responda para cada
una:¢ Usted normalmente consumiria este producto? ¢, Si o n@® ser
necesario enjuagar la boca con agua antes de la evaluacion de una nueva
muestra.

Clave de la muestra

donde p y o son los pardmetros del modelo. EI modelo que provee de un
menor valor de likelihood es el de mejor ajusta los datos experimentales. La
funcion likelihood es una expresidon matematica que describe la probabilidad
conjunta de obtener los datos realmente observados en el estudio como una
funcién de los parametros desconocidos del modelo considerado (Hough,

2005).
A partir de los pardmetros obtenidos del modelo con mejor ajuste, se
representd el porcentaje de rechazo con el tiempo de almacenamiento. Por
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otra parte, se obtuvieron los percentiles de la distribucion de la vida atil con
sus intervalos de confianza asociados. El percentil del 50 % indica cuantos
dias se puede almacenar un alimento para que menos del 50 % de los

consumidores rechace el producto.
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4 Resultados y Discusion

Parte |

El propésito de esta seccion es estudiar y optimizar las variables involucradas
en la efectividad del tratamiento por LP en sistema estanco en la preservacion
de diversos jugos frutales, asi como evaluar la efectividad del tratamiento a
partir del modelado de las cinéticas de inactivacién de los microorganismos
inoculados en los distintos jugos tratados con LP. Por otra parte, se evaluara la
dinamica del crecimiento de microorganismos inoculados y de la flora nativa de
los jugos tratados con LP y almacenados durante el almacenamiento en
refrigeracién. Por Ultimo, se analizard el estado fisiologico mediante la
aplicacién de la técnica de citometria de flujo y los dafnos estructurales por
microscopia electronica de transmision de un microorganismo resistente al

tratamiento como S. cerevisiae.

4.1 Determinacion de la dosis por LPe

Con el propésito de determinar la dosis por pulso emitida por el equipo
de LPe, se utilizd un osciloscopio siguiendo el procedimiento descripto en
Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.2. Se obtuvo un valor de dosis
correspondiente a 0,398+0,001 J/cm? por pulso a 10 cm de distancia respecto
de la lampara en el punto central del estante y a 10 cm de este punto hacia los
extremos izquierdo y derecho. En la Tabla 4.1.0 se muestran los valores de
dosis correspondientes a los distintos tiempos de exposicion a LPe obtenidos a
partir del multiplo de la dosis por pulso a 10 cm respecto y el nimero de pulsos
por segundo (Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.1).
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Tabla 4.1.0 Valores de dosis correspondientes a los distintos tiempos de exposicion a

LPs a 10 cm de distancia de la lampara

Tiempo (s) Fluencia (J/cm?)
0 0,00
2 2,39
3 3,58
4 4,78
5 5,97
8 9,55
10 11,94

20 23,88
40 47,76
60 71,60

4.2 Efectividad del tratamiento por LPe de jugos frutales

4.2.1 Perfil de temperatura

La Figura 4.1.1.a muestra la evolucion de la temperatura durante el tratamiento
con LPe de las muestras de jugo natural. La temperatura de los jugos se
incrementd con el tiempo de tratamiento. Pero, gracias al sistema adoptado de
refrigeracion de los mismos (muestra pre-refrigerada (5 — 7 °C) vy
posteriormente posteriormente colocada dentro de una placa de Petri cubierta
con hielo en escamas, Tirei: ~ 2 £ 1 °C), la temperatura no supero los 20 °C en
ningun caso. El rango de incremento térmico fue 7,4 - 16,8 °C, dependiendo
del tipo de jugo. El jugo de frutilla presentd el mayor incremento (16,7 °C) y el
de naranja el menor (10,0 °C). Los jugos de manzana y melén exhibieron un
incremento similar (12,6 °C y 10,5 °C, respectivamente). Los perfiles de
temperatura de los jugos comerciales se muestran en la Figura 4.1.1.b. El
incremento correspondiente fue de ~10,0 °C para ambos jugos.
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Figura 4.1.1. Perfil de temperatura de jugos naturales (a) y comerciales (b) de
manzana (A), meldn (e), naranja (=) Yy frutilla (#) refrigerados con hielo en escamas y
tratados con LP. a 10 cm de distancia de la ldmpara.
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4.2.2 Caracterizacion de los jugos frutales por absorbancia, turbidez y
tamano de particula

La Figura 4.1.2 muestra el espectro de absorbancia correspondiente a

los jugos sin tratar obtenidos tal como se describe en Materiales y Métodos,
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apartado 3.6. La absorbancia de los jugos comerciales (Figura 4.1.2a) y
naturales (Figura 4.1.2b) fue determinada en el rango comprendido entre los
200 y los 1100 nm, de modo de poder determinar la dependencia de la eficacia
del tratamiento con LPe y la longitud de onda. Todos los jugos absorbieron
principalmente en la regiéon UV, siendo despreciable la absorcion en la region
visible e infrarroja (Figura 4.1.2a,b). En la Figura 4.1.3 se ilustra un detalle del
espectro de absorbancia de los jugos en el rango de 200 a 300 nm. El jugo de
frutilla exhibié la mayor absorbancia en la region UV, seguido por los jugos de
naranja (que presentd un pico en los 263 nm), melén y manzana (Figura
4.1.3b). Los jugos comerciales de naranja y manzana presentaron espectros
similares a los correspondientes a los jugos naturales (Figura 4.1.3a). La
mayor absorbancia del jugo de frutilla podria explicar el mayor incremento de
temperatura observado para dicho jugo (Figura 4.1.1a).

Para que la inactivacién por LPe ocurra, debe producirse el contacto
entre los fotones y los microorganismos blanco. Es por ello que el proceso de
desinfeccidon se ve perjudicado ante la presencia de cuerpos que absorben luz

y que se hallen presentes

Figura 4.1.2. Espectros de absorbancia de jugos sin tratamiento LPe, a) jugos
comerciales de naranja y manzana Cepita y b) naturales exprimidos de manzana (=),
meldn (=), naranja (=) y frutilla (-)
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Figura 4.1.2. Continuacion...
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entre la fuente de luz y los microorganismos (Gémez-Lépez y col., 2007). Wang
y col. (2005) reportaron que la maxima inactivacion de E. coli luego del
tratamiento con LPe, se alcanz6 a los 270 nm (0,43 log/mJ/cm?), mientras que a
longitudes de onda superiores a los 300 nm no se observd inactivacién. Estos
autores sugirieron que la absorcion UV de las pirimidinas del ADN induciria la
formacion de dimeros covalentes que inhibirian la replicacion celular, lo cual
constituye la principal causa de inactivacién microbiana por luz UV. Woodling y
Moraru (2007) observaron que si bien todo el rango UV contribuydé a la
inactivaciéon de L. innocua, el efecto de la luz UV-B y UV-C fue mas importante
que el efecto de la luz UV-A.

De aqui y en adelante, a los fines practicos la referencia de jugo de
manzana comercial se referira siempre al jugo comercial marca Cepita.

En la Tabla 4.1.1 se muestra la absorbancia a 254 nm, turbidez y
tamano de particula de los jugos comerciales y naturales obtenidos segun lo
descripto en Materiales y Métodos, apartado 3.6.

Respecto a los jugos naturales, el jugo de melén presenté la mayor
turbidez, seguido por los jugos de naranja, manzana y frutilla. La turbidez es

una medida de la cantidad de particulas en una solucién.
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Figura 4.1.3. Detalle del espectro de absorbancia de jugos sin tratar con LP. a)
comerciales de naranja y manzana Cepita, naturales exprimidos (b) de manzana (=),
melén (=), naranja (=) y frutilla (-~-), ¢) comerciales de manzana Tropicana (==) y
Cepita (==).
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La turbidez es una propiedad oOptica resultante de la dispersion de la luz
cuando atraviesa una muestra liquida (Davies-Colley y Smith, 2001). Por lo
tanto, sistemas con alta turbidez, presentaran menor transmisién de luz UV
disminuyendo la eficiencia del proceso de pasteurizacion (Koutchma y col.,
2009). Ademas, para que ocurra la inactivacion, debe producirse el contacto
entre los fotones y las células blanco. Por lo tanto, la presencia de particulas
que absorban en la regiéon UV, lo cual se ve reflejado en el valor de
absortividad de los jugos, seria perjudicial para la eficiencia del proceso de
desinfeccion (Gomez-Lépez y col., 2007). En consecuencia, sistemas con alta

turbidez y A2s4 nm, exhibiran menor inactivacién mediante LPe.

Tabla 4.1.1. Valores de absorbancia a 254 nm (Azs4nm), tamafio de particula y turbidez
de los jugos comerciales y naturales exprimidos.

Jugo A254nm Turbidez Tamarno de ds!
(NTU) particula
(nm)

.. manzana 0,0485+0,0359 1,18+0,06 1 f
Comercial "~ - anja 01572400057  1028,7543,50 724 c
manzana  0,1078+0,0076 45,68+2,16 712 e

Natural naranja 0,4482+0,0321 137,75x14,20 677700 b
frutilla 0,5644+0,0093 4,17+0,73 712 d

melén 0,1249+0,0202 166,5016,95 478630 a

' Diferencias significativas, ds, indican diferencias significativas (p<0.05) segln el test de
Hotelling corregido por Bonferroni correspondiente al MANOVA, (£) Error estandar de cada
parametro calculado a partir de 3 réplicas para cada condicion.

Las distribuciones de tamafno de particula de los jugos resultaron
multimodales y se muestra en la Figura 4.1.4. Para los jugos de frutilla y
manzana natural, se obtuvieron distribuciones de 59 a 6439 nm y 21 a 6439
nm, respectivamente, con picos en 712 y 5560 nm. En el caso de manzana, se
obtuvo un pico adicional a 51 nm. El jugo de naranja present6é una distribucién
de tamafo de particula considerablemente mayor, con dos picos a 1y 678 um.
Betoret y col. (2009) reportaron tamafnos de particula similares para jugo
natural centrifugado de naranja (var. Salustiana, pH: 3,5; 12,7 °Brix) con un
pico a 552,4 um, mientras que Corredig y col. (2001) observaron una
distribucién con un pico a 1000 nm en jugo comercial de naranja (pH: 4,0; 12 °

Brix). Otras variables como el pH y °Brix, no parecieron jugar un rol importante
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en la inactivacién por LPe, dado que el jugo de frutilla mostré6 menores valores
de estos parametros que el jugo de naranja; pero presenté una inactivaciéon
similar (Figura 4.1.4B). En concordancia con estos resultados, Murakami y col.
(2006) y Koutchma y col. (2004) mostraron que soluciones que diferian en el
contenido de sdlidos solubles (°Brix) no variaban en cuanto a la tasa de

inactivacion por luz UV en modo continuo.

Figura 4.1.4. Distribuciones de tamafo de particula de jugos comerciales de manzana
(a, =) y naranja (b, ==); y naturales de manzana (c, =), frutilla (c, =) naranja (d, —)
y melén (e, =). Desvio estandar ().
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Figura 4.1.4. Continuacion...
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En la Figura 4.1.5 se muestran las curvas de inactivacion de E. coli, S.

cerevisiae, L. innocuay S. Enteritidis tratados con LPe durante 60 s, tal como se

describié en Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.2 en jugo comerciales de
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manzana y naranja, y naturales de manzana, naranja, frutilla y melén. En
general, las curvas de inactivacién exhibieron una marcada concavidad hacia
arriba, alcanzando entre 0,6 y 6,2 ciclos de reduccidn logaritmica en el caso de
los jugos comerciales y (Figura 4.1.5A) y entre 0,3 y 6,9 reducciones
logaritmicas para los jugos naturales (Figura 4.1.5B) luego de 60 s (71,6
J/cm?) de tratamiento. Se calculé la Eeo correspondiente al tratamiento por LPe
aplicando la ecuaciéon 3.11a como se describi6 en Materiales y Métodos,
apartado 3.8, obteniéndose un valor de 6,2.108-3,8.107 kW.h/m3/orden.

Todas las curvas de inactivacion estuvieron caracterizadas por una
reduccion de las poblaciones microbianas mas pronunciada durante los
primeros 10 s de tratamiento (fluencia < 12 J/cm?) y luego, el nimero de
supervivientes disminuyé mas lentamente con el tiempo de tratamiento (Figura
4.1.5).

Excepcionalmente, las curvas resultaron sigmoideas en los casos de S.
cerevisae inoculada en jugo comercial de manzana y jugo natural de meldn
(Figura 4.1.5a,b). Los cambios en la forma de la curva de inactivacion pueden
estar asociados a diferentes sensibilidades dentro de la poblacion al
tratamiento por LPe, incluso a la existencia de subpoblaciones con diferente
resistencia a dicho factor de estrés para los microorganismos ensayados. La
concavidad hacia arriba, que indica que el proceso se vuelve menos efectivo a
altas dosis, condujo a la presencia de cola en varias de las curvas de
inactivacién. La existencia de cola puede atribuirse, entre otras causas, a la
existencia de miembros de la poblacidén resistentes al tratamiento y/o alta
absorbancia de las muestras en la region UV (Figura 4.1.3), dado que la
presencia de solidos suspendidos perjudica el proceso de desinfeccién. La
concavidad haca arriba y la presencia de cola sugieren la necesidad de utilizar
LP en una estrategia combinada de preservacion con otros factores de stress
tradicionales y/o emergentes, con el proposito de obtener mayor reduccion en
la poblacién microbiana, ademas de optimizar la aplicacion de LPe evitando el
sobretratamiento.

Pataro y col. (2011) también reportaron la presencia de cola en las
curvas de inactivacion de E. coliy L. innocua en jugo de naranja pero no en

manzana, tratados con LPe. No se observé la presencia de hombro en ninguna
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de las curvas de inactivacion en concordancia con otros autores (Choi y col.,
2010; Izquier y Gébmez-Lépez, 2011; Gémez y col., 2011).

Para todos los microorganismos investigados, se obtuvo mayor
inactivacién en los jugos comerciales de manzana y naranja (Figura 4.1.5a)
respecto a los jugos exprimidos (Figura 4.1.5b), siendo el tratamiento con LPe
mas efectivo en el jugo de manzana. El tratamiento por LPe carecié de
efectividad en los jugos de frutilla y naranja exprimido dado que se alcanzé
menos de 1 ciclo de reduccidén para todos los microorganismos estudiados.
Estos resultados sugieren que el grado de inactivacion estuvo limitado a la
absorcién de luz en el rango UV, dado que estos dos jugos presentaron alta
absorbancia entre las longitudes de onda comprendidas entre los 200 y los 400
nm (Figura 4.1.2a,b). Estos resultados estan de acuerdo con los reportados
por otros autores, quienes observaron que la inactivacion por LPe fue menor en
sistemas con alta absorcion en la regién UV (Sauer y Moraru, 2009; Koutchma
y Parisi, 2004). Otras variables como el pH y los “Brix no parecieron afectar la
tasa de inactivacién, dado que tratamientos en jugos poco acidos (jugo de
melon) exhibieron la mayor tasa de inactivacion, mientras que el contenido de
sélidos del jugo de frutilla resulté el mas bajo y al mismo tiempo presentd la

menor inactivacion.

En concordancia con estos resultados, Sauer y Moraru (2009) reportaron
que el tratamiento por LPe en soluciones modelo con baja absorbancia en la
region UV y altos valores de pH fue mas efectivo que en jugo y sidra de
manzana. Chaine y col. (2012) también sugirieron que la menor inactivacion
observada en jarabe de azucar respecto al agua destilada puede atribuirse a
diferencias en la transmisién de luz en la regién UV. Murakami y col. (2006) y
Koutchma y col. (2004) mostraron que soluciones con diferente grado de
sélidos solubles (°Brix) no afectaron la tasa de inactivacién durante el
tratamiento con UV continuo. Por otra parte, Koutchma y col. (2004) reportaron
que la presencia de particulas en suspensién que incrementan la turbidez del
sistema, puede impactar de manera negativa en la eficiencia de la desinfeccién
debido a una absorbancia adicional, dispersién o bloqueo de la luz UV. Las
diferentes respuestas de los microorganismos a la LPe no pueden deberse solo

a diferencias en la susceptibilidad a la regién UV, sino a todo el espectro. Sauer
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y Moraru (2009) obtuvieron 2,5 y 2,7 reducciones logaritmicas para E. coli
ATCC 25922 y E. coli O157:H7 respectivamente, en sidra de manzana
comercial tratada con LPe (13 J/cm?) en condiciones estaticas. En este estudio
se obtuvo una inactivacion similar para jugo de manzana comercial inoculado
con E. coli (2,9 reducciones logaritmicas; 12 J/cm?; 10 s). Palgan y col. (2011)
reportaron 5 reducciones logaritmicas en jugo de manzana comercial y 1
reduccion en jugo de naranja al aplicar LPe (28 J/cm?) a E. coli K12 DSM 1607
en condiciones estaticas. En este trabajo, 20 s de exposicién a LPe (24 J/cm?)
provocOd una inactivacién similar de E. coli en jugo comercial de naranja,

aunque un poco menor en jugo de manzana (3,5 reducciones logaritmicas).
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Figura 4.1.5. Curvas de inactivacion de E. coli (i), L. innocua (ii), S. Enteriditis (iii) y S. cerevisiae (iv) en jugos de manzana ( A); melon
(e); naranja () y frutilla (#) tratados con LPe. (a) jugos comerciales; (b) jugos naturales exprimidos. Desvio estandar (1).
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Figura 4.1.5. Continuacion...
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Complementariamente, se realizé un analisis PCA a modo de analizar
las relaciones espaciales entre los parametros A2s4 nm, turbidez y tamarfio de
particula de los jugos y las reducciones logaritmicas obtenidas luego del
tratamiento por LPe. La tabla resultante y el grafico bidimensional se ilustran en
la Tabla 4.1.2 y la Figura 4.1.6, respectivamente. EL CCC obtenido fue 0,94,
indicando que se alcanzé una reduccion adecuada con el andlisis. El
tratamiento de LPe en los jugos de manzana comercial y de meldn result6 el
mas efectivo, seguidos por los jugos de manzana natural y naranja comercial, y
por ultimos los jugos de frutilla y naranja naturales. A mayor inactivacion, los
jugos estuvieron caracterizados por menores valores de A 254 nm. Mientras que
las variables restantes (turbidez y tamano de particula) no presentaron una

relacion directa con las reducciones logaritmicas alcanzadas.

Tabla 4.1.2. Autovalores y correlaciones de las CP con las variables originales
correspondientes al andlisis de PCA de los parametros de los jugos y las reducciones
logaritmicas de con E. coli, L. innocua, S. cerevisiae o S. Enteritidis obtenidas luego
del tratamiento por LP.. En verde se resalta el numero de CP retenidas y la proporcién
de la variabilidad acumulada por dichas CP. En azul y rojo se resaltan las variables de
mayor peso que presentan correlacion negativa y positiva, respectivamente.

Autovalores

CcP Valor Proporcion Proporcion acumulada
1 3,22 0,43 0,43
2 1,02 0,32 0,75
3 0,91 0,21 0,96
4 0,66 0,04 1,00
ccc 0,943

Correlaciones con las variables originales

CP1 CP2

Reducciones logaritmicas -0,85 -0,44

Turbidez -0,09 0,78

Absorbancia 0,95 -0,11
Tamario de particula 0,29
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Figura 4.1.6. Grafico bidimensional correspondiente al PCA determinado para los parametros de los jugos A 254 nm,
turbidez y tamano de particula con las reducciones logaritmicas de E. coli, S. cerevisiae, L. innocua 'y S. Enteritidis en
jugos comerciales de manzana (JMC) y naranja (JNC) y naturales de meldn, frutilla, manzana (JMN) y naranja (JNN)
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4.2.3.1 Modelado matematico de la respuesta microbiana

Con el proposito de profundizar en el analisis de las curvas de
inactivacién entre los diferentes microorganismos y matrices estudiados, se
aplicaron modelos mateméaticos de prediccién. Dado que la mayoria de las
curvas de inactivacidn presentaron desviaciones significativas de la linealidad,
se consider6 apropiado aplicar regresion no lineal, teniendo en cuenta todas las
partes de la curva de inactivacibn. Ademas, dentro de los modelos
matematicos no lineales se seleccionaron aquellos segregados que consideran
comportamientos individuales dentro de una poblacién microbiana permitiendo
distinguir  subpoblaciones. Se seleccionaron los siguientes modelos
matematicos: distribucion de frecuencias tipo Weibull, bifasico y Coroller, los
cuales fueron descriptos en detalle en Materiales y Métodos, apartado 3.10,
aplicandose las ecuaciones 3.13 a 3.19 de dicha seccion. Cabe destacar que
no fueron modelados los datos obtenidos de la inactivacién de jugos naturales
de naranja y frutilla de todos los microorganismos y de S. Enteritidis en jugo
comercial de naranja dado que fue muy escasa la inactivacion obtenida en
estos casos.

La Figura 4.1.7 presenta las curvas de inactivaciéon de E. coli, L.
innocua, S. Enteriditis y S. cerevisiae en jugos de manzana, melén, naranja y
frutilla predichas por el modelo de Weibull (ecuacién 3.12), el modelo bifasico
(ecuacién 3.18) y una versién modificada del modelo propuesto por Coroller y
col. (2006) (ecuacion 3.19) a los respectivos datos experimentales. La Tabla
4.1.3 muestra los parametros estimados a partir del ajuste de los tres modelos
a los datos experimentales. En particular, en la Tabla 4.1.4 se muestran los
estadisticos asociados a la distribucion de Weibull calculados a partir de las
ecuaciones 3.13 a 3.17 descriptas en Materiales y Métodos, apartado 3.10 y
en la Figura 4.1.8 las distribuciones de frecuencias de resistencias
correspondientes a los microorganismos inoculados en los distintos jugos. A
modo de comparar la bondad del ajuste de los tres
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Figura 4.1.7. Curvas de inactivacion y ajuste por los modelos de Weibull (----), bifasico (.....) y Coroller modificado (—)

para E. coli (i), L. innocua (ii), S. Enteriditis (iii) y S. cerevisiae (iv) en jugos de manzana (

); melén (e); naranja (=) y
s

frutilla () tratados con LP.. Valor experimental (punto); prediccion (linea), (a) jugos comerciales; (b) jugos naturale
exprimidos. Desvio estandar (I).
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Figura 4.1.7. Continuacion...
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Tabla 4.1.3. Parametros estimados correspondientes a los modelos de Weibull, bifasico y Coroller modificado representando a las curvas de
inactivacion de E. coli, S. cerevisiae, L. innocuay S. Enteritidis en jugos naturales y comerciales tratados con LP. durante 60 s.

Jugo / Microorganismo

Manzana comercial E. coli
Cepita
S. cerevisiae
L. innocua
S. Enteritidis

Naranja comercial E. coli

S. cerevisiae

L. innocua

Weibull Bifasico Coroller
b n f kmax; kmax; a (1 o) (7]

(s™) ) (-) (1/s) (1/s) () (s) () (s)

(s™) ) ) (17s) (1/s) () (s) () (s)
1,14 0,39 0,995™ 1,257 0,14 2,157 1,64 0,88" 13,70m™
(0,17) (0,04) (0,00) (0,19) (0,02) (0,61) (1,64) (0,88) (13,73)
0,13 0,79 0,585 2,42m 0,117 0,69 2,337 3,227 42,307
(0,08) (0,16) (0,15) (29,05) (0,01) (0,04) (0,18) (0,27) (1,25)
0,36 0,59 0,855 0,77" 0,137 1,928 5,55 0,59" 555"
(0,06) (0,05) (0,06) (0,28) (0,01) (+4) (++) (0,27) (++)
0,55 0,60 0,927 1,28 0,217 0,67 2,40° 2,52 39,46
(0,11) (0,05) (0,05) (0,74)  (0,02)  (0,39) (0,76) (0,16 (3,3)
0,35 0,43™ 0,868 0,60 0,05 4,871 11,01 0,43"™  17,30™
(0,07) (0,06) (0,05) (0,14) (0,01) (++) (++) (0,87) (++)
0,45 0,32 0,910 0,53 0,02” 1,13 5,60 0,66° 195,20
(0,07) (0,05) (0,03) (0,02) (0,01) (0,46) (2,33) (0,31) (++)
0,37 0,29” 0,792” 0,617 0,04 0,36 8,79 0,43"  42/16"
(0,07) (0,06) (0,06) (0,28) (0,01) (18) (++) (0,98) (++)
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Tabla 4.1.3. Continuacioén...

Jugo / Microorganismo

Melon
S. cerevisiae
L. innocua
S. Enteritidis
Manzana exprimido E. coli

S. cerevisiae

L. innocua

S. Enteritidis

Weibull

b n

(s™) (-)
0,23 0,717
(0,12) (0,14)
0,32 0.69™
(0,06) (0,05)
0.83" 0,53
(0,15) (0,04)
0,44 0,37
(0,05) (0,04)
017" 0.45™
(0,04) (0,06)
0.5 0.30™
(0,06) (0,04)
0.53" 0.35™
(0,06) (0,04)

f
)

0,749™
(0,15)

0,947™
(0,07)

0,999"
(0,00)

0,798™
(0,03)

0,765
(0,07)

0,901
(0,02)

0,875™
(0,05)

Bifasico

kmaxq
(1/s)

2,921
(57,1)

0,43
(0,43)

0.69"
(0,08)

1,5
(0,72)

0,24™
(0,06)

063"
(0,09)

0.97"
(0,09)

kmax-
(1/s)

0,157
(0,14)

0,16™
(0,03)

0,11"
(0,04)

0,05”
(0,00)

0,02"
(0,01)

0,03
(0,01)

0.05™
(0,04)

Coroller
o1 p
(s) ()
2177 268"
(0,23)  (0,27)
5,37 0,70
(++) (0,33)
228" 0.72"
(0,52) (0,1)
9,55n 0,37"
(++) (0,45)
6,857 1,517
(1,27) (0,41)
3,75 0.92"
(0,65) (0,31)
6,63 0,36
(++) (0,45)

(valor) error estandar de cada paramettono significativo;*** significativoal 0,1%; ** significativo all%; * significativo al 5% (++) error estandar mayors.
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Tabla 4.1.4 Estadisticos asociados al modelo de Weibull*® correspondientes a las
curvas de inactivacion de E. coli, S. cerevisiae, L. innocuay S. Enteritidis en jugos

frutales tratados 60 s con LPe.

. t_c 02tc Vi
Jugo/microorganismo
(s) (s) (-)
E. coli 2,6 70 11,5
Manzana
. S. cerevisiae 15,1 374 2,8
comercial
L. innocua 8,7 244 4.4
Cepita o

S. Enteriditis 4,1 51 4,3

Naranja E. coli 31,6 +++ 8,9
comercial S. cerevisiae 85,3 +++ 21,7
L. innocua 333,8 +++ 31,3

E. coli 2,3 33 71

i S. cerevisiae 9,9 203 3,2

Melon

L. innocua 6,7 99 3,4

S. Enteriditis 2,6 28 5,4
E. coli 38,5 +4++ 13,4

Manzana S. cerevisiae 127,2 +++ 7.8
exprimido L. innocua 87,4 +++ 27,5
S. Enteriditis 30,9 +4++ 16,0

a Estadisticos del modelo de Weibull,tI= media de la distribucién, ¢ varianza, v; coeficiente de
sesgo.? +++ Valor del estadistico mayor que 1000
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Tabla 4.1.4. Valores de los indices de ajuste RSME, AIC y BIC?para las curvas de inactivacién de los microorganismos ensayados en los
jugos frutales tratados con LPe.

Jugo Microorganismo RMSE AlC BIC
Weibull Coroller Bifasico Weibull Coroller Bifasico Weibull Coroller Bifasico
E. coli 0,41 0,39 0,37 -6,19 -5,37 -8,72 -5,80 -4,16 -7,81
Manzana S. cerevisiae 0,45 0,08 0,31 -6,64 -36,24 -12,31 -6,04 -35,03 -11,41
comercial L. innocua 0,25 0,28 0,23 -31,49 -11,84 -18,21 -30,89 -10.63 -17,31
S. Enteritidis 0,41 0,21 0,46 -8,34 -17,64 -4,21 -7,33 -16,43 -3,21
E. coli 0,22 0,24 0,14 -24,95 -18,18 -34,15 -24,15 -16,59 -33,25
Naranja S. cerevisiae 0,16 0,14 0,17 -23,36 -21,03 -23,44 -22,97 -20,24 -22,85
comercial L. innocua 0,15 0,16 0,17 -28,07 -23,00 -24,25 -27,46 -21,79 -23,34
E. coli 0,45 0,44 0,60 -16,74 -6,39 2,67 -15,94 -5,17 3,26
S. cerevisiae 0,60 0,16 0,51 -2,39 -27,27 -4,12 -1,6 -25,68 -2,93
) L. innocua 0,26 0,30 0,31 -17,62 -10,75 -12,36 -17,02 -9,54 -11,45
Melon S. Enteritidis 0,50 0,12 0,49 -7,16 -5,55 -2,86 -6,76 -4,34 -1,95
E. coli 0,13 0,15 0,10 -31,49 -24,47 -34,15 -30,88 -23,26 -33,25
Manzana S. cerevisiae 0,11 0,08 0,08 -35,32 -38,08 -39,88 -34,72 -36,87 -39,98
exprimida L. innocua 0,13 0,11 0,10 -31,49 -30,73 -34,26 -30,89 -29,52 -33,25
S. Enteritidis 0,15 0,16 0,17 -28,78 -23,17 -24,10 -28,12 -21,96 -23,2

a| os valores de RSME; AIC o BIC resaltados en nearita representa el mejor (minimo) valor de la fila para la comparacion de los modelos
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Figura. 4.1.8 Distribuciones de frecuencia de resistencias segun el modelo de Weibull para E. coli (=), S. cerevisiae (=), S. Enteritidis
(==) y L. innocua (==) en jugos comerciales de manzana (a) y naranja (b) y naturales de manzana (c) y mel6n (d) tratadas con LP¢ (60 s).
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El modelo de Weibull resulté apropiado para representar los datos experimentales de
inactivacion, excepto en el caso de S. cerevisiae en jugo de manzana comercial
(Figura 4.1.6a, 1IV) y jugo de melon (Figura 4.1.6b, IV) en donde los parametros
calculados del modelo resultaron no significativos. EI modelo bifasico lineal
(Materiales y Métodos, ecuacion 3.18) fue apropiado para representar los datos de
inactivacion ya que se obtuvieron altos valores de coeficiente de determinacion
ajustado por grados de libertad, R?3j, que se encontraron comprendidos en un rango
de 88,6 %y 99,7 % y bajos valores de RMSE (Tabla 4.1.5). El parametro fdescripto
en la ecuacion 3.18 representa la fraccién de la poblacién sensible a la LPe luego de
aplicado el tratamiento. Esta fraccién estuvo comprendida para E. coli, entre 0,798
(jugo de manzana natural) y 0,995 (jugo manzana comercial); para S. cerevisiae,
entre 0,585 (jugo manzana comercial) y 0,910 (jugo naranja comercial); para L.
innocua, entre 0,792 (jugo naranja comercial) y 0,947 (jugo meldn) y para S.
Enteritidis, entre 0,875 (jugo manzana natural) y 0,999 (jugo de melén) (Tabla 4.1.3).
El tratamiento en jugo comercial de manzana inoculado con S. cerevisiae presento el
menor valor de f (f = 0,585, Tabla 4.1.3), hecho que indicaria la existencia de una
importante subpoblacion resistente a LPe en comparacibn con los otros
microorganismos y jugos evaluados. En contraste, S. Enteritidis en jugo de melén y
E. coli en jugo comercial de manzana exhibieron los valores mas altos del parametro
f (0,999 y 0,995, respectivamente) lo que muestra la presencia de una gran
proporcion sensible. El pardmetro cinético kmax, resultd siempre significativamente
mayor al parametro kmax., indicando una alta tasa de inactivacion durante los
primeros 10 s de tratamiento (Tabla 4.1.3). Por ejemplo, S. cerevisiae mostrd bajos
valores de kmax, en jugo comercial de naranja y natural de manzana, sugiriendo la
presencia de cola (es decir, poblacion refractaria a LPe). Por lo tanto, en estos

casos, el tratamiento por LPe luego de 10 s no contribuyé en mejorar la inactivacion.

El modelo propuesto por Coroller y col. (2006) descripto en la ecuacion 3.19
no representé adecuadamente todas las curvas de inactivacién. Respecto de la
mayoria de las curvas de inactivacion, el parametro a, que representa la relacion
logaritmica entre la fraccion de la poblacion sensible (f) y la mas resistente (71-f),

resulté cercana o mayor a 1, indicando que la mayoria de la poblacién resulté ser la
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sensible, inactivandose durante los primeros segundos de tratamiento. El tiempo
para la primera reduccién decimal de dicha subpoblacién sensible (&1) varié entre los
1,24 s (E. coli; jugo de melén) y 11,01 s (E. coli, jugo comercial de naranja) (Tabla
4.1.3). El parametro correspondiente al tiempo para la primera reduccidén decimal de
la subpoblacién mas resistente (62) no resultdé significativo en varios casos. El &2
varié considerablemente entre los sistemas y los microorganismos evaluados (5,37-
195,20 s) (Tabla 4.1.3). Los casos en los cuales se obtuvieron altos valores de &2
(mayores a 60 s), implicarian que este modelo basado en la existencia de dos
subpoblaciones, no caracteriz6 adecuadamente la inactivacién por LP en el periodo
de tiempo analizado. Estos resultados estdn en concordancia con los valores muy
bajos de kmax. obtenidos a partir del ajuste por el modelo bifasico (por ejemplo, en
el caso de E. coliljugo de; S. cerevisiael/jugo de naranja comercial; S. cerevisiael/jugo
de manzana natural y L. innocua/jugo de manzana natural; Tabla 4.1.3). La mayoria
de las curvas de superviviencia obtenidas presentaron un notorio segundo periodo
de desaceleracibn  linear o no linear. El modelo de doble Weibull no ajusto
adecuadamente este tipo de curvas; sin embargo, si ajusté aquellas curvas que
presentaron forma sigmoidea o un primer decaimiento seguido de un plateu, (por
ejemplo las curvas de inactivacion correspondientes a S. cerevisiae en jugo de

manzana comercial y jugo de melon (Figura 4.1.7 y Tabla 4.1.3).

4.2.3.1.1 Analisis comparativo de los modelos matematicos de prediccion
utilizados

A modo de evaluar la bondad de ajuste de los distintos modelos aplicados, se
compararon los valores de RSME, AIC y BIC calculados tal como se describid en
Apéndice, apartado 6.3.

Los modelos de Coroller y bifasico presentaron bondad de ajuste similar en
base al analisis de los valores del estadistico RMSE. El modelo bifdsico mostr6
mejor desemperfio con 7 bajos valores de RSME de 15 evaluados, seguido por el
modelo de Coroller con 6 bajos valores. En particular, para los sistemas de jugo de
meldn, se hallaron diferencias en el valor de RMSE a favor del modelo de Coroller
(Tabla 4.1.4). Sin embargo, este modelo tuvo pobre rendimiento predictivo en la
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mayoria de los casos, de acuerdo a los valores de los estadisticos AIC y BIC, que
tienen en cuenta tanto el ajuste como la parsimonia (Coroller y col., 2006). Es
probable, que este modelo resultase en sobreajuste y que los criterios de AIC y BIC
penalicen el numero de parametros ejerciendo un balance entre el ajuste del modelo
y su parsimonia. So6lo en tres casos, hubo amplias diferencias en los criterios de AIC
y BIC a favor del modelo de Coroller (Tabla 4.1.4), correspondiéndose a las curvas
de inactivacion de S. cerevisiae en jugo de meldn y jugo de manzana comercial y a
S. Enteritidis en jugo de manzana comercial, que presentaron forma sigmoidea.

El analisis de los valores de AIC y BIC determin6 en general, que los modelos
de Weibull y bifasico presentaron mejor ajuste a los datos experimentales de

inactivacion por LPe, menos parametros o ambas cosas simultaneamente.

4.2.3.1.2 Anadlisis de componentes principales para los parametros de los
modelos.

El andlisis PCA aplicado a las curvas de inactivacion obtenidas luego del
tratamiento con LPe, permiti6 observar las relaciones espaciales entre los
parametros estimados a partir de los modelos de Weibull y bifasico. El modelo de
Coroller no fue incluido en este analisis dado que ajusté adecuadamente muy pocos
datos experimentales. Las representaciones bidimensionales resultantes del analisis
PCA (bi-plot) se muestran en la Figura 4.1.9. El CCC obtenido fue 0,93, lo que
indica que se alcanzd una adecuada reduccion con el andlisis (Tabla 4.1.6).

Soélo se retuvieron las dos primeras componentes principales (CP1y CP2), las
cuales explicaron el 53,7 % y el 17,0 % de la varianza, respectivamente; es decir un
mas del 70% del total de la variabilidad de los datos (Tabla 4.1.6). La CP1 separoé la
media, la varianza y el sesgo, que presentaron asociacion positiva, del parametro
kmax, (asociado negativamente). Por otra parte, la CP2 se asocié de manera positiva
con kmax,. El tratamiento con LPe en jugo de manzana comercial inoculado con
bacterias Gram-negativas (S. Enteritidis y E. coli) resulté el mas efectivo ya que
estuvo asociado con una alta fraccion de la subpoblacion sensible (a) e incluso la
fraccion mas resistente mostr6 una alta tasa de inactivacion  (kmax.). En
conformidad con estos resultados, se obtuvieron bajos valores de media (fc),
varianza y sesgo. L. innocua en esta matriz exhibié la menor sensibilidad al
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tratamiento ya que presenté menores valores de los parametros del modelo bifasico
y mayores valores para los parametros del modelo weibulliano que las bacterias
Gram-negativas.

El tratamiento de LPe en meldn también resultd6 muy efectivo ya que se
obtuvieron altos valores de ay kmax;; y baja media, sesgo y varianza. Nuevamente,
S. Enteritidis resulté mas sensible que L. innocua ya que presentd mayores valores
de ay kmax.. En jugo de manzana exprimido, se obtuvo una gran heterogeneidad en
la respuesta: las bacterias Gram-negativas resultaron mas sensibles a LPe, siendo
mas importante la asociacion de E. coli con kmax,. S. cerevisiae en esta matriz fue la
cepa mas resistente ya que exhibié menor tasa de (kmax;) que L. innocua. En jugo
de naranja comercial, E. coli resulté nuevamente la cepa mas sensible dado que
presentd menores valores de los parametros weibullianos, mientras que L. innocua

fue la mas resistente.

Tabla 4.1.6. Autovalores y correlaciones de las CP con las variables originales
correspondientes al andlisis de PCA de los parametros obtenidos del ajuste de las curvas de
inactivacion de los parametros de las curvas de inactivacion obtenidas luego del tratamiento
por LPe, ensayados e inoculados con E. coli, L. innocua, S. cerevisiae o S. Enteritidis. En
verde se resalta el numero de CP retenidas y la proporcion de la variabilidad acumulada por
dichas CP. En azul y rojo se resaltan las variables de mayor peso que presentan correlacién
negativa y positiva, respectivamente.

Autovalores

CP Valor Proporcioén Proporcion Acumulada
1 3,22 0,54 0,54
2 1,02 0,17 0,71
3 0,91 0,15 0,86
4 0,66 0,11 0,97
5 0,16 0,03 1,00
cccC 0,926

Correlaciones con las variables originales

Variables CP+ CP:
Media 0,53 0,14
kmaxi -0,22 0,79
kmax2 -0,40 0,40

Varianza 0,45 0,39
Sesgo 0,48 0,21
a -0,28 0,05
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Figura 4.1.9 Bi-plot del andlisis de componentes principales (PCA) correspondiente a los parametros de las curvas de inactivacion obtenidas
luego del tratamiento por LPe, en jugo comercial (JCM) y natural (JNM) de manzana, jugo comercial de naranja (JCN) y jugo natural de meldn
(JMe), inoculados con E. coli (E.c), L. innocua (L.i), S. cerevisiae (S.c) o S. Enteritidis (S.E).
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La Figura 4.1.10 presenta distintos instrumentos graficos de validacion
interna de los modelos elegidos, lo cuales permiten verificar la adecuaciéon de
los mismos, tal como se describe en el Apéndice, seccion 6.4. A modo de
ilustracion se muestran sélo algunas de las condiciones evaluadas. El analisis
de la gréfica de los valores observados en funcion de los valores predichos por
el modelo mostr6 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
funcion de los valores predichos se observa, en general para todas las
condiciones, una distribucion de los residuales uniforme y horizontal en torno
de los valores predichos, hecho que indica homocedasticidad. En ningin caso

se observé forma de cono o herradura.
Figura 4.1.10. Ejemplos de validacion interna para los modelos de Weibull y bifasico
que representan las reducciones logaritmicas de E. coli en jugo de manzana natural

sometido a LP. durante 60 s (71,4 J/cm?). a) Valores observados vs valores predichos
por el modelo propuesto. b) Residuales vs valores predichos por el modelo propuesto.
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Figura 4.1.10. Continuacion ...
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4.2.3.1.3 Utilizacion de esporas de A. acidoterrestris para determinar la
influencia de la contaminacion inicial del jugo de manzana en la

efectividad del tratamiento por LPe

Con el propésito de evaluar la influencia de la contaminacién inicial del
jugo de manzana en la efectividad del tratamiento por LPe, se evaluaron tres
concentraciones diferentes de indculo inicial de un microorganismo
deteriorativo relevante en la contaminacion de jugos como A. acidoterrestris. El
estudio de inactivacién de esta bacteria es de suma importancia dado que no
es eliminada por los tratamientos térmicos convencionales. La Figura 4.1.11
muestra la inactivacion y el ajuste por los modelos de Weibull y bifasico de las
esporas de A. acidoterrestris, con distinta concentracion inicial, en jugo de
manzana comercial tratado con LPe. Las curvas presentaron una marcada
concavidad hacia arriba, con una importante caida durante los primeros 5-10 s
de tratamiento, seguidos de una menor tasa de inactivacion. Luego de 60 s de
procesamiento se alcanzaron entre 3,0 y 3,5 reducciones logaritmicas segun la
concentracion ensayada. En ningun caso se observd presencia de hombro
inicial. EI modelo weibulliano ajusté adecuadamente los datos experimentales
con valores del coeficiente de determinacion, Ra?, en el rango de 94 a 95% y
niveles de significacién para el estadistico Fisher muy altos (a< 0,001) (Tabla
4.1.7).

En concordancia con estos resultados, Chaine y col. (2012) reportdé una
reduccion de 4 ciclos log de esporas de A. acidoterrestris tratadas con LP en
flujo continuo (1,5 J/cm?) en jarabe de azlcar (65 °Brix). Los datos de las
curvas de inactivacion fueron modelados aplicando la forma acumulativa de la
distribucién de frecuencia de resistencias de Weibull (Peleg y col., 1998) y el
modelo bifasico propuesto por Cerf (1977) los cuales fueron descriptos en
detalle en Materiales y Métodos, apartado 3.10. (Figura 4.1.11).

Los valores de los pardmetros b y n fueron utilizados para obtener las
distribuciones de frecuencia de resistencias correspondientes a los distintos
microorganismos estudiados (Figura 4.1.12).

161



Figura 4.1.11. Curvas de inactivacion (punto) y ajuste por los modelos de Weibull (linea
continua) y bifasico (linea punteada) correspondientes a esporas de A. acidoterrestris en

jugo de manzana comercial, tratados por LP. durante 60 s (dosis maxima 71,64 J/cm?).
Concentracion inicial: 10%(¢), 10* (m) y 106 (e)

0.5

LogN/No

Tiempo (s)

0 119 229 358 478 59.7 716

Dosis (.I/cmz)

Todas las distribuciones carecieron de moda, con bajos valores de media y
presentaron importantes sesgos a la derecha y cola escasamente marcada hasta los
primeros 10 s de tratamiento. Se encontré que las distribuciones de frecuencias
resultaron similares para las tres concentraciones de indculo, e incluso se
superpusieron completamente en el caso de los in6culos bajo (103) y medio (10%)
(Figura 4.1.11, Tabla 4.1.8).
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Tabla 4.1.7. Pardmetros estimados de los modelos de Weibull y bifasico y valores de RMSE, AIC y BIC para estimar la inactivacion de
esporas de A. acidoterrestris por LPe durante 60 s (71,64 J/cm?) en jugo de manzana comercial.

Weibull Bifasico

Tamano b n RMSE AlC BIC f kmax1 kmax: RMSE AlC BIC
inoculo (s™) (-) (-) (1/s) (1/s)

106 0,27" 0,60 0,24 4,62 5,27 0,98 0,29 0,06™ 0,20 0,17 0,96
(0,07) (0,07) (0,03) (0,04) (0,02)

104 0,637 0,45™ 0,22 2,00 2,91 0,98 0,50 0,06 0,22 2,09 3,30
(0,08) (0,04) (0,02) (0,07) (0,02)

108 0,56 0,44 0,24 3,28 3,87 0,92 0,92" 0,09 0,20 1,65 2,44
(0,09) (0,05) (0,03) (0,24) (0,01)

(valor) error estandar;*** significativo al 0,1 %; ** significativo al 1 %os valores en negrita de RSME, AIC o BIC representan el mejor valor ¢ la fi
para la comparacion de modelos.
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Figura 4.1.12. Distribuciones de frecuencias de resistencias segun el modelo de Weibull
para esporas de A. acidoterrestris en jugo de manzana tratado con 60 s LP. (dosis maxima
71,64 J/cm?). Concentracion de indculo 103 (- - =), 10* (=) y 10° (==).

0.35 A
0.3 -
0.25 A

0.2 -
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0.15 A

0.1 -

0.05 A
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Tabla 4.1.8. Parametros estadisticos asociados al modelo de Weibull correspondientes a la
inactivacion de esporas de A. acidoterrestris en jugo de manzana tratado con LP. durante
60 s (dosis maxima 71,64 J/cm?).

Tamano tem i varianza sesgo

inoculo (s) (s) (s?) -)
10° - 13,34 549,99 4,26
10¢ - 10,16 701,32 7,83
10° - 9,75 690,90 8,28

El modelo bifasico ajusté adecuadamente los datos experimentales de todas
las curvas de inactivacion con valores de coeficiente de determinacion, Ra?, en el
rango de 95 a 96 % y bajos valores de raiz cuadrada de cuadrados medios, RMSE.
Segun este modelo, las curvas de inactivacion presentaron una tasa de inactivacion
muy pronunciada en los primeros 5 -15 s de tratamiento seguido por una segunda

porcion de la curva con menor tasa de inactivacién. Esto se pone de manifiesto al
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analizar los altos valores de f obtenidos para los tres tamarios de indculo (Tabla
4.1.7) los cuales indican que la mayor proporcion de la poblacion corresponde a la
subpoblacién sensible al tratamiento por LP. Por otra parte, la menor concentracion
de in6culo ensayada, presentd una considerable tasa de inactivacion
correspondiente a la subpoblacibn mas sensible (kmax), respecto a los demas
tamanos de inéculo.

Los modelos de Weibull y bifasico presentaron igual bondad de ajuste por
presentar similares valores de RMSE. Sin embargo, el modelo bifasico, presento
menores valores de AIC y BIC en dos de tres casos analizados. Dichos criterios,
evalluan el ajuste y la parsimonia del modelo de manera conjunta (Coroller y col.,
2006). El buen ajuste del modelo bifasico, a pesar de tener mas parametros que
modelo de Weibull, apoya la existencia de dos subpoblaciones que difieren en su
resistencia al tratamiento por LP.

La Figura 4.1.13 muestra el grafico en dos dimensiones del PCA obtenido
entre los parametros de los modelos y el tamafo de in6culo. El parametro CCC
resulté igual a 1, lo cual asegura una adecuada reduccién de la informacidn con este
analisis. La componente principal 1 (CP 1), la cual explicé el 80,5 % de la varianza,
estuvo asociada a positivamente a kmax; ¥ al sesgo, y negativamente a la media. La
CP 2, explico el 19,5 % restante de la varianza, y mostrd asociacién positiva con
kmax. y negativa con f y la varianza. El analisis mostr6 que el tamano de inéculo de
103 estuvo asociado a mayor tasa de inactivacién de la subpoblacion méas sensible
(kmax;) y menor valor de media de la distribucién de Weibull y mayor sesgo; seguido
por el tamafio 10* y por ultimo 108. Esto se asociaria al “efecto sombra” donde los
microorganismos de las capas superiores no permiten que la luz actue sobre

aquellos que se encuentran en las capas inferiores (Gémez-Lépez y col., 2007).
El andlisis de regresion mudltiple indicé que el término Log N/No fue el de
mayor importancia, seguido por el término cuadratico (Log N/No)? y por Ultimo la

concentracion (Log C)? (Tabla 4.1.9). La ecuacién del modelo ajustado resulté:

tire= 0,45 + 8,59xLog N/N, + 0,16xLog C? + 7,88xLog N/No? — 0,24xLog C*Log N/N, (4.1)
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Figura 4.1.13. Gréfico bidimensional correspondiente al analisis de componentes principales
(PCA) de la asociacion entre los parametros de los modelos de Weibull y bifésico y la
concentracion de inéculo.
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Tabla 4.1.9. Estimadores de los parametros del modelo de regresion multiple para predecir
el tiempo de tratamiento por LP. requerido para lograr determinado grado de inactivacion de
las esporas de A. acidotrerrestris en jugo de manzana y la concentracién de esporas.

Parametro GL Estimador t P
Constante 1 0,45 0,153076 0,8800
Log N/No 1 8,59 2,28466 0,0340
(Log C)? 1 0,16 1,49063 0,1525
(Log N/No)? 1 7,88 9,10979 0,0000
Log CxLog N/N, 1 -0,24 -0,423187 0,6769

GL: Grados de libertad; t: estadistico de student; p: significacion

La Tabla 4.1.10 muestra que el término lineal y cuadraticos (Log N/No)? y (Log
C)? tiene peso sobre el tiempo de LPe, pero el productos cruzado LogC*LogN/No

resulté no significativo.
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Tabla 4.1.10. Analisis de la varianza mostrando la significacion de los términos lineales,
cuadraticos y de en la inactivacién de esporas de A. acidoterrestris tratadas por LPe.

Fuente SC GL CM F
Modelo 6976,5 4
Log N/No 6062,2 1 60622 636,947
(Log C)? 122,7 1 122,7 12,89
(Log N/No)? 789,9 1 789,8 82,99
Log C*Log N/N, 1,7 1 1,7 0,18
Residual 180,8 19 9,5
TOTAL 7157,3 23

R2y 97,0

GL: Grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios; F: estadistico dé*Fisher; *
significativo al 0,01%; ns, no significativo

La Figura 4.1.14 muestra la superficie de respuesta y el grafico de contorno
correspondientes a las esporas de A. acidoterrestris en jugo de manzana, la cual
ilustra la relacion entre el tiempo de tratamiento por LPe requerido para lograr una
dada inactivaciéon (o reducciones logaritmicas) y la concentracion inicial de in6culo
en el jugo de manzana. Como se observa en la Figura 4.1.14a, si bien a menor
concentracion de inéculo (Log C), menor es el tiempo requerido para lograr una
dada inactivacion de esporas de A. acidoterrestris; el factor Log N/No resultd el
parametro de mayor peso en la prediccién del tiempo de procesamiento de jugo de
manzana por LPe. Asimismo, la curvatura de la superficie obtenida evidencia el peso
de los términos cuadraticos en la definicidn de la ecuacién predictiva (Tablas 4.1.9 y
4.1.10). En la Figura 4.1.14b, se muestra el grafico de contorno correspondiente a
los distintos tiempos de procesamiento por LPe requeridos para obtener una dada
reduccion de las esporas de A. acidoterrestris en jugo de manzana, segun el tamano
de in6culo. Puede observarse la menor influencia de la concentracién inicial de
inéculo, dado que, para una dada reduccion logaritmica de la poblacién, este
parametro influye levemente en el tiempo de tratamiento por LPe requerido. En
sentido inverso, puede verse que para una determinada concentracion de in6culo el
tiempo de tratamiento por LPe se incrementa con la reduccién requerida, con una

tasa de cambio mayor cuanto mayor es el requerimiento de reduccion. Ademas se
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observa que, si se requiere 1 ciclo logaritmico de reduccién, se precisaran no mas
de 6 s de tratamiento LPe, independientemente de la concentracion inicial de
esporas; pero si se requiere de una reduccidén en la poblacién de esporas de A.
acidoterrestris de entre 1,1 y 3 ciclos logaritmicos, se precisaran tiempos de
tratamiento LPe mayores a 6 s y menores a 60 s, incrementandose dicho valor con
el incremento en ambas variables, concentracion de inéculo, Log C y reduccion
logaritmica, Log N/No. En particular, la mayor dependencia del tamafio de indculo
con la concentracidn, se observa cuando se requieren bajos valores de reduccion
logaritmica. Por ejemplo, para alcanzar una reduccion de 1,4 ciclos logaritmicos se
precisan menos de 6 s de tratamiento si la concentracién de inéculo es de 1.103,
pero para concentraciones mas altas se requieren entre 6 y 12 s de procesamiento;
en cambio, para alcanzar 2,9 reducciones logaritmicas se requieren 42-48 s para las
concentraciones 1.10% y 1.10* y 48-54 s para 1.10%. Es decir, que a mayores
reducciones requeridas, la dependencia con el tamafo de in6culo se hace notoria
sélo para la alta concentracidn de inéculo.

En concordancia con estos resultados, Gomez-Lopez y col., (2005) estudiaron
la inactivacion de L. monocytogenes inoculada en agar nutritivo y tratado por LP
(sistema estanco, 50 flashes LP a 8,4 cm distancia respecto de la lampara) a
distintos niveles de contaminacion inicial (1.105-1.108). Estos autores reportaron que
la eficiencia de la descontaminacién por LP disminuye al aumentar el nivel de
contaminacién inicial. A altas concentraciones, los microorganismos de las capas
superiores lograrian inactivarse, mientras que ejercerian una sombra sobre los

restantes impidiéndoles el acceso de la luz.
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la

concentracion de in6culo (Log C) y las reducciones logaritmicas (Log N/No) en el tiempo de

Figura 4.1.14. Superficie de respuesta (a) y contorno (b) correspondiente del efecto de
procesamiento por LP. de jugo de manzana.
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4.2.3.1 Dinamica del crecimiento de poblaciones microbianas sobrevivientes
durante el almacenamiento en refrigeracion de jugos frutales tratados
con LPe.

4.2.3.1.1 Microorganismos inoculados

Se llevaron a cabo estudios de la dindmica de crecimiento de poblaciones
microbianas sobrevivientes en los jugos frutales procesados con LPe durante 60 s
(71,6 kJ/ m?) y almacenados en refrigeracion durante 12 dias.

En la Figura 4.1.15 se muestra la inactivacién de E. coli, S. Enteritidis, L.
innocuay S. cerevisiae en jugo de manzana natural luego del tratamiento con LPe y
a lo largo del almacenamiento refrigerado. Se mantuvieron las reducciones
logaritmicas de S. cerevisiae alcanzadas luego del tratamiento por LPe durante 9
dias, mientras que se recuperaron 1,1 ciclos logaritmicos hacia el final del
almacenamiento (Figura 4.1.15A). El tratamiento por LPe retardé la recuperacién de
la levadura en jugo de manzana dado que la poblacién control comenz6 a aumentar
3 dias antes (Figura 4.1.15A). Reducciones moderadas de la poblacién de 2,0y 2,5
ciclos logaritmicos se obtuvieron para L. innocua (Figura 4.1.15B) y S. Enteritidis
(Figura 4.1.15.C) en jugo de manzana natural luego de la exposicidbn a LPe,
respectivamente. Sin embargo, hacia el final del almacenamiento se alcanzaron 7,8
reducciones logaritmicas de L. innocua, mientras que no se detectaron colonias de
S. Enteritidis. Asimismo, las poblaciones control de L. innocua y S. Enteritidis
también decrecieron en el tiempo, ya que se redujeron 2,9 y 3,5 ciclos logaritmicos,
respectivamente, luego de 12 dias de almacenamiento (Figura 4.1.15B,C). Este
comportamiento podria atribuirse a las bajas condiciones de temperatura y pH.
Mientras que las poblaciones tratadas por LPe, que probablemente estuvieran mas
sensibilizadas a las condiciones de alta acidez, exhibieron un mayor decrecimiento
hacia el final del almacenamiento. Por lo que, la combinacion entre LPe y la
refrigeracion durante el almacenamiento (5 °C) presenté un efecto sinérgico en la
inactivacion de S. Enteritidis y L. innocua en jugo de manzana. Estos resultados

sugieren que el tratamiento por LPe provocaria dafos en proteinas o enzimas
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Figura 4.1.15. Dinamica del crecimiento de microorganismos inoculados en jugo de manzana natural tratado con LPe
durante el almacenamiento refrigerado (5 °C). S. cerevisiae (A), L. innocua (B), S. Enteritidis (C) y E. coli (D) a5 + 1 °C.
Jugo control (sin tratamiento LPe, linea punteada); Jugo tratado durante 60 s con LP. (linea continua); Desvio estandar (I).
Las letras minusculas en negrita adyacentes al dia 12 de almacenamiento representan diferencias significativas (p<0,05)
segun el test de Tukey. Las flechas indican recuento no detectable.
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involucradas en aquellos mecanismos que permiten que estas cepas controlen el
gradiente de protones a través de la membrana y proliferen a bajas temperaturas.

El tratamiento con LPe en jugo de manzana natural provocé un escaso
decrecimiento de la poblacién de E. coli, la cual permanecié practicamente sin

variaciones, a lo largo de todo el almacenamiento refrigerado (Figura 4.1.15D).

La Figura 4.1.16 muestra la supervivencia de los microorganismos inoculados
y tratados con LPe en jugo de naranja natural a lo largo del almacenamiento.

La poblacion de S. cerevisiae en jugo control aumenté en 0,7 ciclos
logaritmicos hacia el final del almacenamiento mientras que, en jugo de naranja
tratado por LPe, permanecidé constante hasta el dia 9 y luego comenzd a crecer
hasta alcanzar 0,9 ciclos log hacia el final del almacenamiento (Figura 4.1.16A).

En los jugos inoculados con L. innocua se observé una caida de 1 ciclo
logaritmico inmediatamente luego del tratamiento con LPe y la poblacién continué
decreciendo durante el almacenamiento, alcanzando una reduccién de 3,9 ciclos
logaritmicos luego de 12 dias. El recuento de L. innocua en el jugo control
permanecio constante a lo largo de todo el almacenamiento (Figura 4.1.16B). Esto
podria estar indicando que a pesar de que L. innocua se mostrase resistente al
tratamiento por LPe se produciria cierto dafo en dichas células, que combinado con
las bajas temperaturas y el pH, inhibiria su recuperacion a lo largo del
almacenamiento (Alzamora y col., 2015).

El tratamiento por LPe resultd ineficiente para reducir las poblaciones de S.
Enteritidis y E. coli en jugo de naranja, mientras que, hacia el final del
almacenamiento, se alcanzdé wuna reduccion de 1,3 ciclos logaritmicos
aproximadamente. Las poblaciones correspondientes presentes en jugo de naranja
control permanecieron casi constantes a lo largo de los 12 dias de almacenamiento
refrigerado (Figura 4.1.16C,D).
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Figura 4.1.16. Dinamica del crecimiento de microorganismos inoculados en jugo de naranja natural tratado con LP. durante el
almacenamiento refrigerado (5 °C). S. cerevisiae (A), L. innocua (B), S. Enteritidis (C) y E. coli (D) a 5 £ 1 °C. Jugo control (sin
tratamiento LPe, linea punteada); Jugo tratado durante 60 s con LP. (linea continua); Desvio estandar (l). Las letras minUsculas en
negrita adyacentes al dia 12 de almacenamiento representan diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey.
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La evolucion de las poblaciones sobrevivientes en jugo de frutilla tratado o no
con LPe durante el almacenamiento se muestra en la Figura 4.1.17. A pesar de que
el tratamiento por LPe resultd inefectivo para inactivar todos los microorganismos
inoculados en jugo de frutilla, el almacenamiento refrigerado previno de la
recuperacion de las levaduras (Figura 4.1.17A). Adicionalmente, la poblacion de L.
innocua se redujo hasta 6 ciclos logaritmicos, dentro de los primeros dos dias de
almacenamiento, manteniéndose este valor hasta el final del mismo. La poblacion
correspondiente al jugo control exhibié un decrecimiento menor a 4 reducciones
logaritmicas hacia el dia 7 (Figura 4.1.17B). Por otra parte, se observaron bajas
reducciones de entre 0,9 y 1,3 ciclos logaritmicos hacia el final del almacenamiento
para S. Enteritidis y E. coli tratadas con LPe, mientras que las muestras sin tratar se
redujeron en un rango de 0,6 a 0,2 ciclos, respectivamente (Figura 4.1.17C,D).

La supervivencia a lo largo del almacenamiento refrigerado de los
microorganismos inoculados en jugo de meldn y tratados con LPe, se muestra en la
Figura 4.1.18. S. cerevisiae exhibié una reduccién de 5,2 ciclos logaritmicos luego
de la exposicibn a la LPe. Las poblaciones microbianas sobrevivientes
correspondientes a muestras de jugo control y tratado con LPe comenzaron a crecer
a partir del dia 2 de almacenamiento, alcanzandose un incremento de 4,4 y 1,8
ciclos log hacia el dia 12 de almacenamiento, respectivamente.

La poblacién de E. coli se redujo 6,2 ciclos logaritmicos luego de 60 s (71,6
J/cm?) de tratamiento, mientras que la poblaciéon remanente continué decreciendo y
no se detectaron colonias a partir del dia 6 (Figura 4.1.18D).

Por otra parte, L. innocua decreci6 3,5 ciclos logaritmicos luego del
tratamiento con LPe. El recuento del sistema control comenzd a incrementarse a
partir del dia 5, mientras que la poblacién tratada a partir del dia 8.

Por lo tanto, el tratamiento con LPe, retardé el incremento de las poblaciones
de S. cerevisiae y L. innocua en jugo de melon almacenados en condiciones de
refrigeracion.

Un importante decrecimiento de la poblacion a lo largo del almacenamiento se
observo sélo para L. innocua tratada con LPe € inoculada en los jugos de alta acidez
(manzana, naranja y frutilla). Por lo que esta cepa sensibilizada luego del tratamiento
por LPe, resulté la mas sensible a las condiciones de baja temperatura y alta acidez.
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Figura 4.1.17. Dinamica del crecimiento de microorganismos inoculados en jugo natural de frutilla natural tratado con LP. durante el
almacenamiento refrigerado (5 °C). S. cerevisiae (A), L. innocua (B), S. Enteritidis (C) y E. coli (D) a 5 £ 1 °C. Jugo control (sin
tratamiento LPe, linea punteada); Jugo tratado durante 60 s con LP. (linea continua); Desvio estandar (I). Las letras en negrita
adyacentes al dia 12 de almacenamiento representan diferencias significativas (p<0,05) segun el test de Tukey.
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Figura 4.1.18 Dinamica del crecimiento de microorganismos inoculados en jugo de mel6n natural tratado con LP. durante el
almacenamiento refrigerado (5 °C). S. cerevisiae (a), L. innocua (b), S. Enteritidis (¢) y E. coli (d) a5 + 1 °C. Jugo control (sin tratamiento
LPs, linea punteada); Jugo tratado durante 60 s con LP. (linea continua); Desvio estandar (l). Las flechas indican recuento no detectable.
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En concordancia con nuestros resultados, Palgan y col. (2011a) estudiaron la
inactivacion de E. coliy L. innocua en jugos de manzana y naranja tratados en un
dispositivo estatico de LPe (0,25 m distancia de la lampara; 1 x 10 m profundidad
de muestra; 7-28 J/cm?). Estos autores reportaron que ni E. coli ni L. innocua
tratadas con LPe pudieron recuperarse luego de 48 h de almacenamiento bajo
condiciones de refrigeracion. Ademas, Gomez y col. (2012) reportaron que la
poblacion de E. coli permanecié constante en discos de manzana cortada tratados
con LPe (71,6 J/cm2, 0,1 m distancia respecto de la lampara) luego de 7 dias de
almacenamiento refrigerado. También hallaron que la poblacion de L. innocua
continué decreciendo a lo largo del tiempo, alcanzandose 2,5 ciclos logaritmicos
hacia el final del almacenamiento. Por otra parte, observaron que la poblacién de S.
cerevisiae tratada con LPe fue capaz de recuperarse 0,4 ciclos logaritmicos a partir
del tercer dia de almacenamiento. Mientras que, en el presente estudio, la poblacidén
de S. cerevisiae mantuvo el nivel de reducciones alcanzado luego de la exposicion a
la LPe (1,3 reducciones logaritmicas) luego de 9 dias de almacenamiento a5 +1 °C,

y logré recuperarse 1,1 ciclos logaritmicos para el dia 12.

4.2.3.1.2 Flora nativa

Con el propoésito de evaluar la calidad microbiol6gica de los jugos tratados
con LPe se estudié la evolucién de la flora nativa (mesoéfilos aerobios y hongos y
levaduras) a lo largo del almacenamiento refrigerado de los jugos de manzana,
frutilla, naranja y melén tratado o no con 60 s LPe (71,6 J/cm?), segln lo descripto
en Materiales y Métodos, apartado 3.11.2. La dinamica del crecimiento de la flora
nativa se muestra en la Figura 4.1.19. El tratamiento LPe redujo alos meséfilos
aerobios en un rango de 0,1 a 1,5 ciclos logaritmicos y a los hongos y levaduras en
un rango de 0,5 a 1,5 ciclos logaritmicos, dependiendo del tipo de jugo considerado.
Por otra parte, la evolucién a lo largo del almacenamiento refrigerado también
dependié del tipo de jugo evaluado.

El tratamiento LPe provocd una reduccion de 1,5 y 1,4 ciclos logaritmicos en el
jugo de meldn de las poblaciones de mesofilos aerobios y de hongos y levaduras,
respectivamente. Ambas poblaciones permanecieron debajo del limite recomendado
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por la Agencia de Proteccion de la Salud (2009, Inglaterra) hasta el tercer dia de
almacenamiento refrigerado. El tratamiento por LPe retrasé la recuperacion de los
hongos y levaduras, alcanzandose una diferencia entre las muestras control y
tratadas de 2,4 ciclos en el dia 7 de almacenamiento (Figura 4.1.19a).

La flora nativa en jugo de manzana permanecié sin variaciones significativas
hasta el tercer dia de almacenamiento seguido de una posterior proliferacién (Figura
4.1.19b). Sin embargo, no se superd el limite recomendado para jugos frutales
segun la Agencia de Proteccion de la Salud (2009, Inglaterra) hasta el dia 8 de
almacenamiento, quien recomienda para este tipo de producto, un recuento de
microorganismos mesofilos aerobios menor a 107 UFC/mL.

No se hallaron diferencias en la evolucién de la flora nativa de jugo de naranja
tratado con LPe y control. En contraste con los restantes sistemas evaluados, el
recuento de aerobios mesdfilos y de hongos y levaduras comenzé a incrementarse
hasta alcanzar el limite recomendado por la Agencia de Proteccién de la Salud
(2009, Inglaterra) luego de dos dias de almacenamiento. Se observé un pequerio
incremento de 0,9 ciclos logaritmicos para hongos y levaduras en el jugo sin tratar al
segundo dia de almacenamiento (Figura 4.1.19c).

En el caso del jugo de frutilla, no se excedieron los limites recomendados por
la Agencia de Proteccidon de la Salud (2009, Inglaterra) a lo largo de los 12 dias de
almacenamiento. Sin embargo, no se encontraron diferencias en la evolucién de las
muestras tratadas y control (Figura 4.1.19d).

Por lo tanto la sola aplicacion de LPe no fue lo suficientemente efectiva como
método de preservacion de los jugos frutales evaluados, con lo cual sera necesaria
su combinacién con otras tecnologias.

En concordancia con estos hallazgos, Gémez y col. (2012) reportaron que la
LP (71,6 J/cm?; 0,1 m distancia respecto de la lampara) no produjo efecto en la
poblacion de mesoéfilos aerobios en discos de manzana fresca al inicio del
almacenamiento. Sin embargo, luego 7 dias de almacenamiento 5 °C, la poblacidn
de mesofilos tratados permanecié constante, mientras que la poblacién control se
increment6 en 2 ciclos logaritmicos. Respecto de los hongos y levaduras, estos
autores obtuvieron 1 reduccién logaritmica luego de la exposicién a la LPe y se

alcanzaron 1,6 reducciones logaritmicas hacia el final del almacenamiento.
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Figura 4.1.19. Evolucién de la flora nativa en jugos naturales de melén (a), manzana (b), naranja (c) y frutilla (d) almacenados a 5 * 1
°C. Control (linea punteada) y tratados con 60 s de LP¢ (linea sélida) de meséfilos aerobios (m) y hongos y levaduras (e); desvio estandar
(). La linea de guiones indica el limite de recuento de mesofilos aerobios recomendado por la Agencia de Proteccion de la Salud (2009,

Inglaterra) para jugos frutales.
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4.2.4 Analisis mediante citometria de flujo del estado fisiologico de las células

microbianas frente al tratamiento LPe

Se aplicé la técnica de citometria de flujo con el propédsito de evaluar el dafo
ocasionado por la exposicién a LPe. Dada la complejidad de la técnica y el costo del
servicio, se eligieron sélo algunas condiciones a evaluar de S. cerevisiae, por ser
una célula de gran tamafo y por lo tanto, de facil deteccion. Se trataron células de S.
cerevisiae inoculadas en una solucién de agua peptonada 0,1 % p/vpH 3,5y 5,6y
en jugo de manzana comercial con LPe segun lo descripto en Materiales y
Métodos, apartado 3.7.1.2. Posteriormente, se marcaron con dos fluorocromos,
FDA y PI, tal como se detalla en Materiales y Métodos, seccion 3.13.
Simultdneamente, también se realiz6 el recuento de células por plaqueo en
superficie como se describié en Materiales y Métodos, apartado 3.9, de modo de
correlacionar el nivel de dafo y la inactivacién observada.

Las curvas de inactivacién de S. cerevisiae en jugo de manzana presentaron
una forma sigmoidea con un rapido decrecimiento (~ 0,7 ciclos logaritmicos) hasta
los 10 s (11,9 J/cm?) de exposicién a LPe, seguido de un hombro pronunciado de
pequefna pendiente, y luego de 40 s de tratamiento, un segundo periodo de rapido
decrecimiento en el cual se alcanzaron 3,9 ciclos logaritmicos de reduccién a 60 s
(71,6 J/cm?) de tratamiento por LPe (Figura 4.1.20). La concavidad hacia abajo
exhibida luego de los 10 s de tratamiento, estaria indicando una acumulacién de
dafo en la subpoblacion mas resistente, mientras que en los tiempos menores a 10
s las células sensibles a las LPe fueron destruidas rapidamente.

Las curvas de inactivacidn de S. cerevisiae en agua peptonada estuvieron
caracterizadas por un pronunciado decrecimiento (~ 5,5 ciclos logaritmicos) durante
los primeros segundos de tratamiento, siendo la pendiente de la curva mas
pronunciada en el caso de menor pH. A partir de los 60 s no se detectaron colonias
(Figura 4.1.20). La mayor efectividad de la LPe en el agua peptonada podria
deberse a la menor absortividad en la region UV respecto al jugo de manzana tal
como se observo en la Figura 4.1.3. En concordancia con estos resultados, Sauery
Moraru (2009) estudiaron la inactivacidén de E. coli 25922 en buffer fosfato Butterfield
(BPB), caldo TSB, jugo de manzana filtrado y sidra de manzana por LP (sistema
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Figura 4.1.20. Curvas de inactivacién de S. cerevisiae en agua peptonada pH 3,5 (m) y 5,6
(#), y en jugo de manzana (e) con tratamiento LP. durante 60 s (71,6 J/cm?). Recuento no
detectable (<3 CFU/mL) para agua peptonada pH 3,5 (\)y pH 5,6 ({). (I) Desvio estandar.
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estanco, 13,1 J/cm?). Estos autores observaron mayor inactivacion (8,5 ciclos de
reduccion logaritmicos) en BPB que no present6 absorbancia de manera significativa
en la region UV. En cambio, en jugo y sidra de manzana que presentaron alta
absorbancia en el rango de 200 a 400 nm, se obtuvo una reduccién de 2,6 y 2,3
ciclos logaritmicos, respectivamente. Por otra parte, el caldo TSB que absorbié una
pequena cantidad de luz a longitudes de onda mayores a 300 nm, exhibié una
reduccion de 3,2 ciclos logaritmicos.

Las muestras de S. cerevisiae en una solucion de agua peptonada 0,1 % p/v
pH 3,5y 5,6 y en jugo de manzana comercial tratadas con LPe segun lo descripto en
Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.3, se marcaron con dos fluorocromos, FDA y
Pl, tal como se detalla en Materiales y Métodos, seccion 3.14. Simultdneamente,
también se realiz6 el recuento de levaduras por plaqueo en superficie como se
describié en Materiales y Métodos, apartado 3.9, de modo de correlacionar el nivel
de dafo y la inactivacidén observada.

Al obtener los graficos de tamano (Forward, FSC) vs granulosidad (Size, SSC)

de S. cerevisiae, pudo visualizarse que las muestras control en todos los sistemas
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fueron monomodales con respecto a SSC y FSC, desplegando una gran
heterogeneidad en cuanto al tamano y la granulosidad. Esta diversidad en el tamano
y granulosidad puede atribuirse, al menos parcialmente, a la diferente orientacion de
las células a medida que atraviesan el haz de luz (Hewitt y col., 2001). Luego de la
aplicacion del tratamiento por LPe (Figura 4.1.21 b1, b2, y b3), se obtuvo una
distribucién mas uniforme respecto a las senales de FSC y SSC, donde la mayoria
de la poblacién se desplazd hacia valores menores de ambas sefiales, lo que
indicaria que las células se volvieron mas simétricas, y de menor tamafo y
granulosidad luego de la aplicacion del tratamiento. Este patron de dispersion de luz
sugiere que las células se deformaron o encogieron, o0 incluso rompieron en
fragmentos, luego de la exposicidén a la LPe y que pueden haberse ocasionado fugas

en la estructuras celulares que provoquen una disminucion del indice de refraccién.

Con el objeto de visualizar el dafo causado por LPe, se grafico la densidad de
células reteniendo FDA vs Pl para cada condicion ensayada. La Figura 4.1.22
muestra la densidad de fluorescencia verde (eje y) y roja (eje x) para células de S.
cerevisiae, inoculada en agua peptonada o en jugo de manzana y tratadas por LPe
(0-60 s). Con el objeto de monitorear la habilidad de S. cerevisiae de acumular y
retener FDA como indicador de la integridad de la membrana y la actividad
enzimatica, y de incorporar Pl como consecuencia de dafio en la membrana luego
de tratarla con LPe segun Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.2, se graficé la
densidad de FDA vs Pl para cada condicion ensayada. En la Tabla 1.8,
Introduccion, apartado 1.11.2, se especifican los patrones de fluorescencia para

cada uno de los cuadrantes y el mecanismo celular involucrado.
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Figura 4.1.21 Graficos de punto para el

tamano (FSC) vs granulosidad (SSC) de S.

cerevisiae KE162 en agua peptonada o jugo de manzana tratados o no con LP.. a) células
sin tratar; b) células tratadas con LP. (60 s); 1) agua peptonada, pH 3,5; 2) agua peptonada,

pH 5,6; 3) jugo de manzana.
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Las células sin tratar de S. cerevisiae suspendidas en ambos sistemas de
agua peptonada y en jugo de manzana y tenidas con FDA (Figura 4.1.22a,b,c; 0 s)
mostraron un patrén similar de marcaciéon, aunque no todas se hallaron en el
cuadrante i. Esto se observd principalmente en agua peptonada pH 5,6 (51,5 %
células) y en jugo de manzana (68,3 % células), debido posiblemente a la extrusion
de F hacia el exterior de la célula a través de un transportador de ATP, lo que
explicaria la ausencia de fluorescencia verde. Este flujo es un indicador adicional de
la actividad metabdlica celular (Bunthof y col., 2000). La exposicion de S. cerevisiae
a dosis crecientes de LPe (6,0-71,6 J/cm? para 5- 60 s, respectivamente) result en
un pasaje gradual de las células presentes en el cuadrante i (células con actividad
esterasa y membrana intacta) al cuadrante iv (células con membrana
permeabilizada).

El tratamiento de LPe destruyé la integridad de la membrana permitiendo la
entrada de Pl a las células, y la consecuente marcacion del ADN. Finalmente, a los
60 s de tratamiento se hallé la mayor fraccion de células marcadas con Pl (cuadrante
iv), 97,0 % en jugo de manzana y ~100,0 % en ambos sistemas de agua peptonada,

mientras que en los restantes cuadrantes no se detectaron fracciones significativas.
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Figura 4.1.22. Graficos de densidad de fluorescencia de FDA vs. Pl para evaluar los efectos sobre la actividad esterasa e integridad de
membrana de S. cerevisiae expuesta a diferentes tiempos de tratamiento con LP.. a) agua peptonada, pH 3,5; b) agua peptonada, pH 5,6 y

c) jugo de manzana, pH: 3,5 . Los niUmeros en cada esquina representan el porcentaje de la poblacion que cae en cada cuadrante.
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El comportamiento observado correlaciona con las curvas de
inactivacién determinadas por la técnica de recuento en placa mostradas en la
Figura 4.1.20. En los sistemas de agua peptonada, luego de 5-10 s (6,0-11,9
J/lcm?) de tratamiento, la poblaciéon de S. cerevisiae se redujo
aproximadamente 5,5 ciclos logaritmicos (Figura 4.1.20), lo cual es acorde con
la gran disminucion de la sub-poblaciéon con fluorescencia verde (Figura
4.1.22a,b; cuadrante i. A los 20 s (47,8 J/cm?) de tratamiento no se detectaron
células viables, y una gran proporcion de levaduras (99 %) se encontrd en el
cuadrante iv (células con membrana comprometida), y practicamente ninguna
célula (0,2 %-0,3 %) retuvo F (cuadrante i), excepto en jugo de manzana donde
se observé un 14,7 % con actividad esterasa y un 6,4 % en el cuadrante ii
(células doblemente marcadas). En jugo de manzana, el tratamiento LPe
durante 60 s sdblo provocd una reduccidén de 3,8 ciclos logaritmicos (Figura
4.1.20), dejando una subpoblacién resistente evidenciada por la menor
proporcién de células danadas (97,0 %) en comparacién con los sistemas de
agua peptonada (Figura 4.1.22a,b c; 71,6 J/cm?).

El pasaje del cuadrante i al iv fue mas rapido en el sistema de agua
peptonada pH 3,5. Por ejemplo, para los tratamientos LPe de 5 - 10 s, el
porcentaje de células marcadas con F (Figura 4.1.22a, cuadrante iv) estuvo
comprendido entre 8,7 % y 0,1 %. En cambio, para el sistema agua peptonada
pH 5,6, el cambio fue mas gradual. Luego de 5 s de tratamiento (3,5
reducciones logaritmicas de células viables), solo un 11,8 % de las células se
marcaron con F, mientras que se encontrd una importante proporcion (15 %)
de células doblemente marcadas (Figura 4.1.22b, cuadrante ii). Esto implica el
incremento de fluorescencia roja por acumulacién de Pl debido a dafo en la
membrana, y simultdneamente, la retencién de la actividad esterasa por
hidrélisis de FDA. Esta subpoblacion estresada o dafada se la denomina
“subpoblacion de células viables no cultivables” dado que presentan actividad
metabdlica pero no pueden ser detectadas por los métodos convencionales de
siembra (Schenk y col., 2011).

El método de clasificacion de células de estas fracciones (“cell sorting”,
en el habla inglesa) permiti6 aislar las subpoblaciones de diferentes cuadrantes

para posteriormente sembrarlas en agar. De acuerdo a este estudio, las células
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tratadas 5-10 s (6,0-11,9 J/cm?) con LPe no pudieron recuperarse en el caso de
agua peptonada pH 3,5; mientras que una pequefa recuperacion se observo
en el caso de agua peptonada pH 5,6 (1,2 J/cm?: 1,6 x 10° UFC/mL) y en jugo
de manzana (6,0 J/cm?: 1,5 x 108 CFU/mL; 11,9 J/cm?: 4 x 102 UFC/mL). La
presencia de esta poblacion subletal detectada luego de la exposicion a bajas
dosis de LPe puede recuperarse en condiciones adecuadas para su desarrollo
y afectar la vida util de los jugos (Zhao y col., 2010). Se detectaron células
doblemente marcadas (PI*F*, cuadrante ii) de S. cerevisiae en jugo de
manzana (Figura 4.1.22c) a los 5 s (6 J/cm? 9,3 %) de tratamiento,
encontrandose un 6,4 % luego de 10 y 20 s de exposicidn. Mientras que en
agua peptonada pH 3,5 y 5,6, la mayor proporcién (18,5 % y 15,0 %,
respectivamente) de células doblemente marcadas se alcanzé luego de 5 s (1,2
J/cm?) de tratamiento y a los 20 s ya no fueron detectadas. Pataro y col. (2011)
observaron que células de E. coliy L. innocua inoculados en jugos de naranja y
manzana presentaban dafo subletal al cultivarlas en medio selectivo y no
selectivo.

En la Figura 4.1.23a, se muestra el incremento en el numero de células
de S. cerevisiae en el cuadrante iv (marcadas con PI), en funcion del tiempo
calculado como la diferencia entre el numero de células que no incorporaron Pl
previo y posterior a la aplicacion del tratamiento.

Adicionalmente, en la Figura 4.1.23b se muestra la actividad esterasa
residual luego del tratamiento con LPe calculada a partir de las ecuaciones
3.23 y 3.24. En los sistemas con agua peptonada, durante los primeros 20 s de
tratamiento (23,9 J/cm?2), se incrementd el nimero de células que incorporaron
Pl y se redujo rapidamente la actividad esterasa permaneciendo estos valores
constantes hasta la maxima dosis ensayada (60 s; 71,6 J/cm?) (Figura
4.1.23a,b). Por el contrario, S. cerevisiae en jugo de manzana presenté menor
permeabilizacion de membrana en todo el rango de dosis ensayado. Este
hecho sugiere que la pérdida de integridad de la membrana ocasionado por la
exposicidén a LPe es dependiente del tipo de medio.

Luego del tratamiento por LPe, se encontrd similar actividad esterasa
entre los sistemas de agua peptonada para todas las dosis ensayadas,
mientras que en jugo de manzana se hallaron diferencias relevantes en la

actividad esterasa correspondiente al cuadrante i y la actividad esterasa total
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correspondientes a los cuadrantes i y ii (Figura 4.1.23b). Estas observaciones
confirman que hay una mayor proporcion de células tratadas con LPe con dafo
subletal en jugo de manzana, respecto a los sistemas de agua peptonada.

Con el propésito de analizar la relacion entre la disminucion en la
poblacion viable determinada por el método de recuento en placa y la
permeabilizacion de la membrana de S. cerevisiae, se grafico el incremento de
células permeabilizadas (marcadas con PI) en funcion de las células no viables
(Figura 4.1.23c). En jugo de manzana se alcanzé una reduccion de 4 ciclos
logaritmicos, mientras que en los sistemas de agua peptonada, se observd un
rapido incremento de células no viables con un comportamiento bifasico. Es
importante destacar que se encontrd6 una mayor proporcién de células no
viables a medida que se incrementaba el numero de células con la membrana
comprometida. Por ejemplo, a los 60 s de tratamiento LPe de jugo de manzana,
se alcanzaron 4 reducciones logaritmicas de S. cerevisiae, aunque sélo se
observd un incremento de 0,83 ciclos logaritmicos en las células
permeabilizadas.

Respecto de los sistemas de agua peptonada, se obtuvo solamente un
incremento de 2 ciclos logaritmicos de células con membrana comprometida
que se corresponden a una reduccién de 6 ciclos logaritmicos segun el método
de recuento en placa (Figura 4.1.23c). Por otra parte, en los sistemas de agua
peptonada se perdié completamente la actividad esterasa total de células de S.
cerevisiae, mientras que en jugo de manzana solo un 30 % de la actividad
enzimatica permanecié remanente (Figura 4.1.23d). A bajas dosis (11,9
Jicm?), las células de S. cerevisiae inoculadas en el jugo de manzana
mantuvieron practicamente la totalidad de la actividad enzimatica, mientras que
las inoculadas en agua peptonada pH 5,6 exhibieron un 70 % de actividad y
sélo un 30 % en pH 3,5. Estos resultados sugieren que la pérdida de actividad
metabdlica como resultado de la exposicion a LPe, no es un fendmeno
reversible como la permeabilizacion de la membrana.

En concordancia con estos resultados, Aronsson y col. (2005) también
observaron una mayor proporcion de células inactivadas en relacion a las
células permeabilizadas y atribuyeron este comportamiento a una posible
reversion en la permeabilizacidén que no puede ser detectada con la marcacion

de PI.
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Figura 4.1.23. a) Células permeabilizadas de S. cerevisiae determinadas por la
captacion de Pl en funcién del tiempo de tratamiento de LP.. b) Cambios relativos de
la actividad esterasa total (linea punteada) o actividad esterasa en células con
membrana intacta (linea sélida) vs. tiempo/dosis de LP.. ¢) Células permeabilizadas
(Log NOPI —Log NLP) determinadas por la captacion de Pl en funcién de las células no
viables determinadas por el método de recuento en placa (Log NO- Log N). d)
Cambios relativos en la actividad esterasa total en funcién de las células no viables
determinadas por el método de recuento en placa. Agua peptonada pH 3,5 (=) 0 pH
5,6 (¢), y jugo de manzana (e). (I) media + desvio estandar de 3 replicados.
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Figura 4.1.23. Continuacion...
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4.2.5 Evaluacion del dano de células tratadas con LP. mediante

microscopia electronica de transmision

A modo de complementar la informacién obtenida mediante las curvas
de inactivacion obtenidas y la técnica de citometria de flujo, se monitorearon los
cambios estructurales asociados al dano por LPe en células de S. cerevisiae

190



luego de tratarlas con LPe segun lo descripto en Materiales y Métodos,
apartado 3.7.1.2 durante tiempos comprendidos entre 0 y 60 s, en agua
peptonada pH 3,5 y en jugo de manzana.

Las micrografias correspondientes se exhiben en la Figura 4.1.24. Las
células sanas sin tratamiento presentaron una forma elipsoidal caracteristica
(Figura 4.1.24a-c). Las estructuras celulares como las paredes, organelas y
membranas, se observaron intactas, tanto en el agua peptonada como en el
jugo de manzana. Todas las células control exhibieron alta densidad
electronica, pared celular continua y lisa, asi como también se visualizaron
células madre e hija, y cicatrices de gemacién. Luego del tratamiento con LPe,
se detectaron distintos cambios estructurales en las células; poniéndose en
evidencia diferentes sitios blanco a parte de la membrana plasmatica (Figura
4.1.24d-l). En general, la severidad de los cambios se incrementé a medida
que la dosis de LPe aument6. Tanto en agua peptonada como en jugo de
manzana se observaron los mismos cambios al aplicar dosis bajas de LPe. Se
observaron células con vacuolas expandidas y agrandadas (Figura 4.1.24h.j,l).
Luego de 10 s (11,9 J/cm?) de exposicion a LPe, el citoplasma aparecié menos
diferenciado (Figura 4.1.24e). Se observaron también células deformadas
(Figura 4.1.24k) o con forma mas redondeada respecto al control (Figura
4.1.249g). En algunas casos pudo visualizarse que el citoplasma se encontraba
ligeramente separado de la pared celular (Figura 4.1.24f). Tanto en la
superficie celular como en discontinuidades de la membrana plasmética, se
apreciaron sitios de puncion (Figura 4.1.24i,j) por donde se observaba pérdida

del contenido intracelular (Figura 4.1.24k).

En ciertas ocasiones pudieron detectarse células tratadas con paredes
celulares hinchadas (Figura 4.1.24g), asi como también otras que perdieron el
contenido intracelular y presentaban su interior vacio (Figura 4.1.24i), o que
perdieron su pared celular (Figura 4.1.24j). En general, las células tratadas con
LPe mostraron menor densidad electronica que las levaduras control. Al
aumentar el tiempo de exposicidn al tratamiento, el interior celular se observé

mas coagulado, vacuolizado, con interrupciones en las organelas.

191



Figura 4.1.24. Micrografias de S. cerevisiae. a) Aspecto general de levaduras madre e hija control, donde
se pueden apreciar las organelas bien definidas con la membrana plasmatica continua. b) Detalle de pared
celular electrénicamente densa y membrana plasmatica continua. ¢) Grupo de células intactas con aspecto
similar. d) Ruptura de pared celular y plasmalema, con material irradiando de la célula. e) Sitio de puncién
individual en la superficie celular con eflujo del material intracelular. f) Célula deformada con paredes
electrénicamente densas; material citoplasmatico separado de la pared celular. g) Estructura interna
descompuesta pero la pared celular y la membrana plasmatica permanecen intactos. h) Célula deformada
con estructura interna interrumpida, rodeada de células sin modificaciones estructurales. i) Restos de
pared celular con escaso contenido celular. j) Contenido celular sin pared. k) Sitio de puncion y distorsion
de la forma celular. 1) Célula deformada con importante degradacién, eflujo de material interno vy
vacuolizacién. a,c,d,e,qg,i,j,k: agua peptonada pH 3,5; b,f,h,l: jugo de manzana. Escala: a, f, i, j, k, I: 500 nm;
b, d, e, g: 200 nm; c: 2um; h: 1 pm.

;

192



En concordancia con estos resultados, Takeshita y col. (2003) observaron a
través de micrografias de S. cerevisiae IFO2347 inoculadas en medio modelo y
expuestas a LPe (0-2,1 J/cm?), que las células tratadas presentaban forma mas
redondeada que las levaduras control. También reportaron distorsion de la
membrana plasmatica y aumento del tamafo vacuolar. Asimismo, Krishnamurthy y
col. (2008a) observaron dano de la pared celular con pérdida de contenido

intracelular de células de S. aureus expuestas a LPe (5 s, 4,95 J/cm?).

La mayor proporcion de células no viables en relacion con las células con
membrana comprometida observado en la Figura 4.1.24.c, estd de acuerdo con los
resultados observados por MET. Se visualiz6 una gran proporcion de células
aparentemente con pared y membrana intactas pero con el interior interrumpido. Los
cambios estructurales observados por MET, como la expansion vacuolar, cambio en
la forma celular y la discontinuidad del material intracelular aun en condiciones de
presentar la pared y la membrana plasmatica intactas, sugieren que dichos cambios
contribuyeron al dafio provocado por LPe, y consecuentemente a la pérdida de
viabilidad. Por otra parte, las células permeabilizadas detectadas por citometria de
flujo, podrian asociarse a aquellas observadas por MET con pérdida de pared o
contenido celular, con sitios de puncién y eflujo del contenido intracelular (p.e.
Figura 4.1.24d.,i,j).
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Parte Il

4.2 Efectividad de tratamiento por LP estanco combinado con otros

factores de stress

El propédsito de esta etapa resulta en evaluar la efectividad de LPe
asistida por otros factores de stress microbiano tales como US y temperatura
moderada, con el proposito de obtener un jugo de natural de manzana
microbioldégicamente estable, dado que de acuerdo a los resultados obtenidos
en la etapa 1, la aplicacion LPe como Unica tecnologia de preservacién no fue
lo suficientemente efectiva. Se evaluara la efectividad de los tratamientos
combinados sobre la inactivacion de dos microorganismos deteriorativos
caracteristicos resistentes como S. cerevisiae y esporas de A. acidoterrestris.
Por otra parte, se analizara el estado fisiolégico y los dafos estructurales de
células de S. cerevisiae causados por la exposicion a los tratamientos
combinados, por citometria de flujo y microscopia electrdnica de transmision.
Por dltimo se evaluara la dinamica de crecimiento de las poblaciones de las
células vegetativas o esporas tratados con LPe y/0 su combinacién con US

durante el almacenamiento refrigerado.

4.2.1 Utilizacion de ultrasonido de alta intensidad. Estudios de reto

microbiano

Ya se ha mencionado que el US es una tecnologia emergente
promisoria para la preservacion de jugos frutales, aunque sus efectos
dependen del volumen a procesar, sensibilidad del microorganismo, amplitud y
la temperatura a la cual se aplica. En una primera etapa, se estudié el efecto
del US en jugo de manzana sobre microorganismos deteriorativos de
relevancia. Posteriormente, se seleccionaron las condiciones mas apropiadas

de aplicacion del mismo, con el propésito de utilizarlas en un tratamiento
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combinado US+LPe, tal como se describe en Materiales y Métodos, apartado
3.7.4.

En la Figura 4.2.1 se muestran las curvas de inactivacion de esporas de
A. acidoterrestris y células de S. cerevisiae inoculados en jugos de manzana
comercial y natural tratadas 30 min US a 30 £ 1 °C 0 44 + 1 °C, segun lo
descripto en Materiales y Métodos, apartado 3.7.2.

El tratamiento ultrasénico resulté inefectivo en la inactivacién de las
esporas de A. acidoterrestris en todas las condiciones estudiadas (Figura
4.2.1a). En concordancia con estos resultados, Djas y col. (2011) reportaron
menos de 0,12 reducciones logaritmicas de esporas de A. acidoterrestris al
aplicar US (10 min, 330 w) en jugo concentrado de manzana.

En el caso de S. cerevisiae, se obtuvo una reduccidon moderada de 2,5
ciclos logaritmicos luego de 30 min a 30 £ 1 °C para ambos jugosy a44 +1 °C
para el jugo de manzana comercial (Figura 4.2.1b). Por otra parte, en el caso
de jugo de manzana exprimido y tratado con US a 44 °C, se observoé una
reduccion un poco mayor de 2,8 ciclos logaritmicos (Figura 4.2.1b). Estos
resultados se encuentran dentro del rango reportado por otros autores. Char y
col. (2010) obtuvieron 1 ciclo logaritmico de reduccion para S. cerevisiae KE
162 en jugo de naranja (pH 3,4; 10 °Brix) luego de 20 min de sonicacién (20
kHz, 95,2 um de amplitud) a 40 £ 1 °C. En este trabajo, se obtuvieron 1,5y 2,4
reducciones logaritmicas luego de aplicar US (20 kHz, 95,2 um de amplitud)
durante el mismo tiempo y a 44 °C en jugo de manzana comercial y natural,
respectivamente. Ferrante y col. (2007) estudiaron la inactivacion de Listeria
monocytogenes ATCC 19114 en jugo de naranja natural (pH: 3,5) por US (20
kHz, 95,2 um de amplitud) a 45 °C, y obtuvieron 0,5 ciclos de reduccion
logaritmica luego de 30 min de procesamiento.

Las curvas de inactivacion de S. cerevisiae resultaron lineales en el jugo
de manzana comercial para ambas temperaturas, y en el caso del jugo
exprimido Unicamente a la menor temperatura (Figura 4.2.1b). El
comportamiento lineal de las curvas de inactivacién de S. cerevisiae KE 162
también fue observado por Guerrero y col. (2001) en caldo Sabouraud (pH
ajustado: 3) al aplicar US en un rango de temperaturade 35+ 1 “Ca45+ 1 C;
sin embargo a 55 = 1 °C, observaron una desviacion de la linealidad. En este
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trabajo, se observé un comportamiento no lineal para el caso de S. cerevisiae

inoculado en jugo natural de manzana tratado a 44 £+ 1 °C (Figura 4.2.2b).

Figura 4.2.1. Curvas de inactivacion de esporas de A. acidoterrestris (a) y células de
S. cerevisiae (b) tratadas 30 minutos con US a 30 £ 1 °C (e) 0 44 £ 1 °C (¢) en jugo
comercial (==) y natural exprimido (---) de manzana; desvio estandar (1)

a)
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Tiempo (min)

b)

Tiempo (min)

Si bien las reducciones logaritmicas alcanzadas en este trabajo estan
dentro del rango reportado por otros autores, las pequefias diferencias
observadas pueden atribuirse al empleo de un vaso doble camisa de menor
capacidad, a pesar de haber empleado el mismo volumen de muestra que en
el presente trabajo (100 mL), lo cual aumenta la eficiencia del proceso
(Guerrero y col., 2001), a la matriz y temperatura empleadas.
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4.2.2 Utilizacion de temperatura moderada en el procesamiento LPe

Ya se ha mencionado que la temperatura de las muestras se incrementa
durante el procesamiento por LP, debido a la absorcion de luz. En la Parte I, se
utilizé una cama de hielo en escamas a modo de evitar el aumento de
temperatura de los jugos. En este capitulo, se aprovechara el incremento de
temperatura que se produce durante el mismo procesamiento por LPe, para
evaluar si las temperaturas moderadas incrementan la efectividad del
procesamiento por LPe.

Es pertinente resaltar que las curvas de inactivacion obtenidas de LPe
asistida por temperatura no han sido modeladas dado que son curvas de
inactivacién no isotérmicas y no se ha encontrado al momento un modelo

adecuado de ajuste, quedando este objetivo pendiente.

4.2.2.1 Perfil de temperatura

La evolucion de la temperatura de jugo de manzana con distinta
temperatura inicial de procesamiento por LPe (TLrei) S& muestra en la Figura
4.2.2. Durante el tratamiento con LPe, la temperatura de las muestras aumenté
con el tiempo como consecuencia de la absorcion de luz (Krishnamurthy y col.,
2007). El incremento de temperatura oscil6 entre los 10y 14 £ 1 °C luego de
60 s de exposicidon a LPe, dependiendo principalmente de la Tipei, y €n menor
medida, del tipo de jugo (natural o comercial).

El jugo de manzana natural exhibié levemente mayor incremento de
temperatura que el jugo comercial, y en particular a la mayor temperatura
evaluada, probablemente debido a la mayor absorbancia que presenta el
primer jugo en el rango UV-IR (Resultados y Discusion, Figura 4.1.2). Los
sistemas con Tirei 2 °C y 30 °C mostraron un incremento lineal de la

temperatura con escasas diferencias entre las dos matrices.
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Figura 4.2.2. Perfil de temperatura de jugos de manzana comercial (==) y natural
exprimido (---).Trpei: 2 °C (¢), 30 °C (e) 0 44 °C (m), durante el tratamiento por LPe
a 10 cm de distancia de la lampara, T: temperatura del jugo a un dado tiempo de
tratamiento. Desvio estandar (1).
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Sin embargo, se hallaron diferencias para la condicion de Tirei 44 °C,
donde el jugo natural alcanzé una Tiret de 56 °C a los 20 s de exposicion a
LP, mientras que dicha temperatura se alcanzé a los 60 s de tratamiento en el
jugo de manzana comercial. No obstante, para esta condicién, ambos sistemas
exhibieron un alto incremento de la temperatura durante los primeros 20 s de

tratamiento, seguidos de una segunda etapa con menor tasa de incremento.

4.2.2.2 Estudios de reto microbiano

En la Figura 4.2.3 se muestran las curvas de inactivacion de las esporas
de A. acidoterrestris y de células de S. cerevisiae en jugos comercial y natural
de manzana, procesados por LPe como se describi6 en Materiales y
Métodos, apartado 3.7.3. El tratamiento por LPe fue altamente efectivo en el
jugo comercial dado que se obtuvieron hasta 3,0 y 4,4 ciclos de reduccién para
las esporas de A. acidoterrestris (Figura 4.2.3a) y células de S. cerevisiae
(Figura 4.2.3b), respectivamente. Por otra parte, se obtuvieron sélo 1,5y 2,0
ciclos de reduccién logaritmica para las esporas de A. acidoterrestris (Figura
4.2.3a) y células de S. cerevisiae (Figura 4.2.3b), respectivamente, en jugo de
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manzana natural. Este comportamiento puede atribuirse a diferencias en la

absortividad de los jugos, dado que el jugo de manzana comercial exhibid
menor absortividad en la region UV letal (Figura 4.1.2, Resultados y
Discusidn, seccidn 4.2.2). Ademas, la presencia de particulas de pulpa en

Figura 4.2.3. Curvas de inactivacion de esporas de A. acidoterrestris (a) y células de
S. cerevisiae (b) en jugos comercial (==, simbolo s6lido) y natural (---, simbolo abierto)
de manzana, tratados con LPe (Tipi:2 +1 °C (m; 0), 301 °C (e; 0),0 44 £ 1 °C (¢;
0)); Desvio estandar (1)
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jugo de manzana natural puede contribuir a disminuir la transmisién de luz
debido a reflexiébn o dispersion, afectando asi la efectividad del tratamiento
(Gébmez-Lépez y col., 2007). Por otra parte, cabe destacar que la menor
efectividad de LPe en la inactivacion de las esporas en el jugo comercial de
manzana Cepita (Figura 4.2.3a) respecto al jugo de manzana comercial
Tropicana (Figura 4.1.11, Resultados y Discusion, Parte |, apartado
4.2.3.1.1) podria atribuirse a la menor absortividad del ultimo jugo en el rango
UV (Figura 4.1.3c, Resultados y Discusion, Parte |, apartado 4.2.2)

Las curvas de inactivacion de células de S. cerevisiae y esporas de A.
acidoterrestris exhibieron una leve concavidad hacia arriba en jugo de manzana
natural, mientras que en jugo de manzana comercial, las curvas de S.
cerevisiae resultaron sigmoideas. Durante los primeros 10 s de exposicion a
LPe, se observd un pronunciado decaimiento en el numero de supervivientes
en jugo de manzana natural, seguidos de una menor tasa de inactivacion, que
condujo a la presencia de cola en estas curvas de inactivacion (Figura 4.2.3)
Este comportamiento ha sido explicado por diferentes argumentos, como falta
de homogeneidad dentro de la poblacion (Xiong y col.,, 1999), fendmenos
multiples de impacto (Yousef y Marth, 1988), presencia de solidos solubles
(Koutchma, 2009), diferentes habilidades de las células para reparar
mutaciones a nivel del ADN (Wekhof, 2000), la topografia de la muestra, y el
efecto de sombra que se origina a partir de los bordes de las cdpsulas de Petri
empleadas en los ensayos (Gémez-Lopez y col., 2007; Yaun y col., 2003,
2004).

Para ambas cepas y matrices se alcanzé mayor inactivacion para los
sistemas que tuvieron mayor incremento de temperatura. La diferencia mas
notoria se obtuvo a los 40 s (47,76 J/cm?) de tratamiento. A dicha dosis, se
alcanzd una reduccion de 0,74 o 2,05 ciclos logaritmicos para las esporas de A.
acidoterrestris segun si Tireiera2 + 1 °C 0 44 £ 1 °C, respectivamente, en jugo
de manzana comercial (Figuras 4.2.3a).

La inactivacibn de esporas de A. acidoterrestris por LP (sistema
continuo, 1,5 J/cm?) también ha sido reportada por Chaine y col. (2012),
quienes obtuvieron una reduccion de ~4 ciclos logaritmicos en jarabe de azucar
(65 °Brix). Por otra parte, en el presente trabajo, se alcanz6 una reduccion de

1,56 0 3,91 ciclos logaritmicos a los 40 s de exposicion a LP (47,76 J/cm?) para
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S. cerevisiae, cuando Tirrei fue 2 £ 1 °C 0 44 £ 1 °C, respectivamente (Figura
4.2.3b). En estas mismas condiciones, se obtuvieron 0,80 y 1,23 ciclos
logaritmicos para esporas de A. acidoterrestris en jugo de manzana natural
(Figura 4.2.3a); mientras que para S. cerevisiae, se alcanzaron 0,91 y 1,53
ciclos logaritmicos en dicha matriz (Figura 4.2.3b). A los 60 s (71,6 J/cm?) de
exposicién a LP se observé una pequena diferencia en la inactivacién de las
esporas de A. acidoterrestris en jugo de manzana comercial, ya que se
obtuvieron 1,87 y 3,03 ciclos logaritmicos segun la Tipeierade 2 +1 °C 0 44 +
1 °C, respectivamente (Figura 4.2.3a).

Krishnamurthy y col. (2007) estudiaron la inactivacion de S. aureus en
leche tratada con LP en flujo continuo y también reportaron que el incremento
de temperatura provocado por la porcidn IR del tratamiento LP, podria jugar un
importante rol en mejorar la eficiencia del mismo en la inactivacién microbiana.
Estos autores recalcaron que el incremento de la temperatura no podria haber
sido el responsable de la inactivacién de S. aureus dado que la temperatura
mas alta registrada se correspondié con un valor no letal de 38 °C. Cheigh y
col. (2012) también propusieron que el efecto de inactivacién de la LP es sobre
distintos sitios blanco dado que observaron a través de micrografias que
células de L. monocytogenes y E. coli tratadas con UV-C mantenian su forma
respecto al control; mientras que células tratadas con LP sufrieron destruccion
de la pared celular y de la membrana plasmatica, asi como ruptura de la

organizacion interna.

4.2.3 Combinacion de US y LP estanco asistido por temperatura

En base a los distintos métodos de accién de US y LP sobre los
microorganismos, se decidié combinar estas tecnologias como método de
preservacion del jugo de manzana. En esta seccidén se evaluara la efectividad
del tratamiento de LPe asistido por temperatura y pretratado con las
condiciones mas éptimas encontradas de US, sobre la inactivacion de S.
cerevisiae y esporas de A. acidoterrestris en jugo de manzana.

201



4.2.3.1 Estudios de reto microbiano

En la Figura 4.2.4 se muestran las curvas de inactivacion de las esporas
de A. acidoterrestris y células de S. cerevisiae inoculados en jugo comercial y
natural de manzana y tratados con LPe (60 segundos) con o sin previa
sonicacion (30 minutos) (Materiales y Métodos, apartado 3.7.4). Al aplicar un
pretratamiento de US, no se hallaron diferencias en la forma de las curvas de
inactivacién o en el nivel de reducciones alcanzado para las esporas de A.
acidoterrestris en ambas matrices respecto de la aplicacién de LP. de modo
individual (Figura 4.2.4a y 4.2.4a), lo cual era lo esperado dado que el
tratamiento ultrasonico es inefectivo en la inactivacion de esporas. En
contraposicion, la forma de la curva de inactivacion de S. cerevisiae por LPe
con pretratamiento US, difiere considerablemente de las correspondientes a la
aplicacion de LPe individual en ambas matrices, lo que sugiere una mayor
sensibilidad al tratamiento LPe debido al dafo previo sufrido por US. La
aplicacién de US simple (30 min, 44 £ 1 °C) provoco6 una reduccién de ~ 2,5
ciclos logaritmicos de S. cerevisiae en ambas matrices; y 2,0 y 3,7 ciclos de
reduccion al aplicar 60 s LP simple (71,4 J/cm?, Tirei 44 + 1 °C) en jugo de
manzana natural y comercial, respectivamente. Al aplicar US previo a LP, se
alcanzaron hasta 6 ciclos de reduccién para ambos jugos a los 10 s de LPe).
Por lo que, la aplicaciéon de US previo a LPe incrementé la tasa de inactivacion
a bajas dosis de LPe. Las curvas de inactivacion de S. cerevisiae tratados por
LPe exhibieron concavidad hacia arriba y estuvieron caracterizadas por un
pronunciado decrecimiento durante los primeros 10 s de tratamiento, luego el
numero de supervivientes decrecié lentamente al aumentar el tiempo de
exposicién a LPe, y en algunos casos se observé la presencia de cola (Figura
4.2.4b). No se detectaron sobrevivientes hacia el final del tratamiento en jugo
comercial de manzana, mientras que en jugo natural, las curvas presentaron

una cola pronunciada (Figura 4.2.4b).
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Figura 4.2.4. Curvas de inactivacion de esporas de A. acidoterrestris (a) y células de
S. cerevisiae (b) en jugo de manzana comercial (simbolos rellenos, ==) y natural
exprimido (simbolos abiertos,- -) tratados 60 s LPe (Tipi: 44 £ 1 °C )(e; ©) 0 60 s LPs
con un tratamiento previo de 30 min US (m; 0). (I) Desvio estandar.
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Adicionalmente, se realiz6 un ANOVA segun lo descripto en Materiales
y Métodos, apartado 3.7.4 con el propésito de detectar si los distintos
tratamientos aplicados diferian entre si en cuanto a su efectividad. En la Figura
4.2.5, se muestran el grado de inactivacion logrado al final de los tratamientos
simples de US (10 y 30 min) y LPe (20 y 60 s) o la combinacién US+LPe a dosis
y perfiles de temperatura selectos, asi como también las diferencias
significativas entre los tratamientos luego de aplicar el Test de Tukey.

El ANOVA mostré que los términos simples tratamiento, temperaturay la
interaccién tratamiento*temperatura resultaron significativos para predecir la
respuesta, Log N/No con altos valores del estadistico Fisher, F (p-valor<
0,001), lo que indicé que la efectividad de cada tratamiento dependié del valor
inicial de temperatura elegido para el tratamiento LPe (TLprei). El coeficiente de
determinaciéon  R2y indicdé que el modelo explicé la variabilidad en la
informacion observada en un rango del 92 al 96 % (Tablas 4.2.1a-d).

No se observaron diferencias entre los tratamientos de 20 s y 60 s de
LPe simple para S. cerevisiae inoculada en jugo de manzana natural (Figura
4.2.5a,b). Algunas combinaciones de US+LPe incrementaron de manera
significativa la inactivacion obtenida en los tratamientos simples. Por ejemplo,
la combinacion 10 min US+LPe resultdé mas efectiva en la inactivacion de
esporas respecto a 20 y 60 s LP simple para la Tirei 44 £ 1 °C en ambas
matrices (Figura 4.2.5a,b), y sélo en el jugo comercial para S. cerevisiae. De
igual manera, la combinacion 30 min US + 20 s y 60 s LP resulté mas eficiente
en la inactivacion de esporas que la aplicacion de esos tratamientos por
separado en ambas matrices, y para S. cerevisiae sélo en jugo comercial. La
utilizacién de un valor inicial de temperatura en el tratamiento LPe (TLrei) de 44
+ 1 °C aumentd la efectividad de la combinaciéon 10 min US + 20 sy 60 s LPe y
30 min US + 60 s LPe en comparacién con una Tirei de 2 £ 1 °C (Figura
4.2.5a,b).
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Figura 4.2.5. Reducciones logaritmicas y diferencias significativas entre los tratamientos
para S. cerevisiae en jugo comercial (a) y natural (b) de manzana y esporas de A.
acidoterrestris en jugo comercial (c) y natural (d) de manzana tratados con US, LP o su
combinacion. Temperatura del tratamiento US simple: 20 °C (m), 30 °C (=) 0 44 °C
(w).Temperatura final (Tcrer) del tratamiento LP simple: 12 °C (m), 44 °C (m) 0 56 °C (m). En
las referencias, los numeros indican el tiempo de tratamiento en min (US) o segundos (LP).
Las diferentes letras sobre las barras representan diferencias significativas (p< 0,05) entre
los tratamientos segun ANOVA y test de Tukey.
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a)

b)

Tabla 4.2.1. ANOVA de dos factores mostrando el efecto del tratamiento (US, LP. y
US+LPs) y la temperatura (T) en la inactivacién de S. cerevisiae (1) y esporas de A.
acidoterrestris (1) en jugo comercial (a) y natural (b) de manzana.

| Fuente GL CM F || Fuente GL CM F
Tratamiento 7 15,03 159,997 Tratamiento 7 294 126,967
T 2 495 52,697 T 2 1,67 722377
Tratamiento*T 14 0,56 5,927 Tratamiento*T 14 0,11 126,96
Error 48 0,09 Error 48 0,02
Total 71 Total 71
R? 0,96 R? 0,96
F? 56,88 F® 47,84
| Fuente GL CM F || Fuente GL CM F
Tratamiento 7 21,97 348,197 Tratamiento 7 7,93 183,107
T 2 4,49 70,8177 T 2 2,18 50,297
Tratamiento*T 14 0,74 11,7177 Tratamiento*T 14 7,92 9417
Error 48 0,06 Error 48 0,04
Total 71 Total 71
R? 0,98 R? 0,97
F? 119,267 F?b 65,837

GL: grados de libertad; CM: media de cuadrados; F?: estadistico de Fisher parcial; F®:
estadistico Fisher del modelo. " Significativo al 0,1 %

El tratamiento combinado 30 min US+ 60 s LPe con Tiri 44 °C resultd el
mas efectivo para inactivar a S. cerevisiae en ambas matrices, dado que se
obtuvieron 6,4 y 3,8 reducciones logaritmicas en jugo de manzana comercial y
natural, respectivamente (Figura 4.2.5a,b). En general, la combinacion de
estas dos tecnologias no térmicas presentd efecto aditivo en la inactivacién de
la levadura, dado por la suma de efectos individuales.

Estos resultados estan de acuerdo con los reportados por Mufioz y col.
(2012b), quienes estudiaron el efecto de LP y la subsiguiente aplicacién de US
en la inactivacion de E. coli y L. innocua inoculados en solucién buffer. Estos
autores reportaron que la aplicacion de US posterior a LP, incrementé la
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inactivacion respecto a la aplicacién de los tratamientos simples, sélo en el
caso de L. innocua pero no para E. coli. Por otra parte, Mufioz y col. (2011 y
2012a) estudiaron la inactivacion de E. coli en jugo de naranja y manzana por
la combinacion de LP en flujo continuo y termosonicacion. En concordancia con
los resultados aqui mostrados, estos autores encontraron efectos aditivos al
combinar las tecnologias.

A pesar que, la combinacion US+LPe no mejor6 la inactivacion de las
esporas de A. acidoterrestris respecto a la aplicacion de LPe simple (Figura
4.2.5¢,d), el incremento de la temperatura inicial, mejord la efectividad de los
tratamientos: 60 s (71,6 J/cm?) LPe, 10 min US + 60 s LP y 30 min US+LP en
ambas matrices (Figura 4.2.5.c,d). Por lo tanto, la mayor TiLrei ensayada
aumentd la eficiencia del tratamiento de LP y algunas combinaciones de
US+LPe para ambas cepas en comparacién con el menor incremento de

temperatura.

4.2.3.1.1.1 Dinamica del crecimiento de la flora nativa sobreviviente
durante el almacenamiento en refrigeracion de jugos frutales con

tratamiento US+LPe.

Tal como se realizara en la Parte |, se llevaron a cabo estudios de
almacenamiento de los microorganismos inoculados en jugo de manzana
procesado con el tratamiento simple LPe 0 combinado, US+LPe, con el objeto
de estudiar la posibilidad de la recuperacién de los mismos, procediendo segun
lo descripto en Materiales y Métodos, apartado 3.11.1.

El nivel de inactivacion de las esporas de A. acidoterrestris alcanzado
luego de 60 s (71,6 J/lcm?; Tirei 44 = 1 °C) de exposicion a LPe se mantuvo
constante durante 15 dias de almacenamiento refrigerado al igual que la
poblacion no tratada (control), debido a las condiciones de muy baja
temperatura para esta cepa termo-acidofilica (Figura 4.2.6a).

Por otra parte, la poblacién control de S. cerevisiae creci6é ~2,6 ciclos log
a partir del tercer dia de almacenamiento. La aplicaciéon de 60 s (71,6 J/cm?;
TLrei 44 °C) LPe, que provocd una reduccion de 1,7 ciclos-logaritmicos, previno

de la recuperacion de las levaduras durante 7 dias. A partir de ese momento, la
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poblacion tratada comenzd a crecer a la misma tasa que las muestras control.
Si bien las células tratadas con LPe se recuperaron 2,4 ciclos logaritmicos
luego de 15 dias de almacenamiento, el recuento de las muestras tratadas
resulté inferior al control (Figura 4.2.6b). La combinacion 10 min US + 20 s LPe
provoco una reduccién de 3,6 ciclos logaritmicos de S. cerevisiae, la cual logré
recuperarse soélo en 1,1 ciclos logaritmicos, luego de 15 dias de
almacenamiento. La diferencia entre las muestras control y tratadas hacia al

final del almacenamiento fue de ~5 ciclos logaritmicos (Figura 4.2.6b).

Figura 4.2.6. Almacenamiento de esporas de A. acidoterrestris (a) y células de S.
cerevisiae (b) en jugo comercial de manzana a5 £ 1 °C. Control (---, m) y tratado (=)
durante 60 s LPe (m), 20 s LP: (#) 0 10 min US/20 s LP: (®) a Tipei 44 £ 1 °C; (1)
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4.2.4 Analisis mediante citometria de flujo del estado fisiologico de las
células microbianas frente al tratamiento combinado US+LPe

Con el objeto de monitorear la habilidad de S. cerevisiae de acumular y
retener FDA como indicador de la integridad de la membrana y la actividad
enzimatica, y de incorporar Pl como consecuencia de dafio en la membrana
luego de tratarla con US, LPe (Tirei 2 y 44 °C) y US+LPe segun Materiales y
Métodos, apartado 3.7.2, 3.7.3 y 3.7.4, se graficd la densidad de FDA vs PI
para cada condicion ensayada.

La Figura 4.2.7 muestra la densidad de fluorescencia verde (eje y) y roja
(eje x) para células de S. cerevisiae, inoculada en jugos de manzana comercial
y natural tratadas por 10 y 30 min US (Tus 20 y 44 °C), 60 s LPe (TLrei 2 y 44
°C) y la combinacién US+LPe. En la Tabla 1.8 de la Introduccion, apartado
1.11.2 se especifican los patrones de fluorescencia para cada uno de los
cuadrantes y el mecanismo celular involucrado.

La exposicion de células de S. cerevisiae a US y US+LPe provocd una
migracion de células del cuadrante i (células con actividad esterasa vy
membrana intacta) al cuadrante iv (células con membrana permeabilizada). El
pasaje fue casi total para las condiciones de 10 min US+LPe, 30 min US y 30
min US+LPe dado que se hallaron entre 88,7 -98,4 % de células en el
cuadrante 4 tras la aplicacion de dichos tratamientos. Mientras que el
tratamiento de 10 min US promovié una migracibn menos pronunciada,
hallandose entre 58,8 -77,2 % (Tirei 2 °C) y ~89 % (TLrei 44 °C) de células en
el cuadrante iv, segun el tipo de jugo y la temperatura del sistema (Figura
4.2.7a,b,c,d). Por otra parte, el tratamiento de LPe produjo a las dos
temperaturas un pasaje de 34,5- 91,5 % y ~68-95,7 % al cuadrante iv en jugo
comercial y natural, respectivamente y la temperatura. La menor proporcion de
células FPI* observadas en el jugo natural estaria vinculada con la menor
inactivacion alcanzada para dicho jugo (Figura 4.2.3). Se hall6 una importante
fraccion (~25 %) de células doblemente marcadas (F*PIl*) luego de la
aplicacion de LPe en jugo natural de manzana a ambas temperaturas
evaluadas. Esto indicaria que la integridad de
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Figura 4.2.7. Graficos de densidad de fluorescencia de FDA vs. Pl para evaluar los efectos sobre la actividad esterasa e integridad de membrana de S.
cerevisiae en jugo de manzana comercial (a, c) y natural (b, d) con distintos tratamientos: US (10 y 30 min), LPe (71,6 J/cm?) y 10 y 30 min- US+LPe. a,b: Tus: 20
°C; LPei: 2 °C; Tus: 20 °C/Trpei: 2 °C; €,d: Tus 44 °C; LPei: 44 °C; Tus 44 °C/Trrei: 44 °C. El nUmero en cada esquina representa el porcentaje de la poblacién que

cae en cada cuadrante. Los nimeros en la descripcién de tratamientos indican los tiempos de US

aa
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membrana se vio afectada, pero las células retuvieron la actividad esterasa
gracias a la hidrélisis del fluorocromo FDA. La presencia de esta subpoblacion
sub-letal podria afectar la vida util de los jugos tratados con LP (Zhao y col.,
2011), dado que las células son metabdlicamente activas pero no pueden ser
detectadas por los métodos convencionales de recuento en placa (Schenk y
col., 2011). Asimismo, Pataro y col. (2011) también reportaron la existencia de
E. coliy L. innocua con dafo sub-letal luego del tratamiento de LP en sistema
continuo (500 mL; 1,8-5,1 J/cm?) en jugo de manzana y naranja al cultivar en
medio selectivo y no selectivo.

Luego de 10 min US a 20 + 1 °C, se encontr6 sélo el 77,2 % y 58,8 % de
las células en el cuadrante iv en jugo comercial y natural de manzana,
respectivamente; mientras que, cuando la temperatura fue de 44 + 1 °C, se
hall6 entre el 88,6 % y 89,4 % (Figura 4.2.7a,b,c,d). Por lo tanto, la
temperatura acelerd el pasaje del cuadrante 1 al 4 para la condiciéon de 10 min
US en ambas matrices.

No se observaron diferencias en los porcentajes de la subpoblacion F-PI+
para las condiciones de 10 min US+LPe, 30 min US y 30 min US+LPe, a pesar
de que si se obtuvieron diferencias en el grado de inactivacién (Figura 4.2.5).

Se llevd a cabo la técnica de clasificacion de células o cell sorting de las
poblaciones halladas en el cuadrante iv correspondiente a dichos tratamientos,
para evaluar si hay diferencias en la capacidad de recuperacién de las
levaduras en medio rico. No hubo recuperacién en el caso de las poblaciones
tratadas 30 min US+LPe para ambas temperaturas, pero recuperaron 2 x 1032
UFC/mL y 1 x 102 UFC/mL de las poblaciones tratadas 30 min US a Tus: 20 + 1
°Cy 44 £ 1 °C, respectivamente. Esto sugiere que la permeabilizacién de la
membrana ocurrié pero no seria el unico factor responsable de la inactivacién
de la levadura.

Joyce y col. (2010) reportaron un 76.5 % y 90.9 % de células de E. coli
muertas luego de 10 y 15 min de sonicacion (200 mL, 20 kHz, 25 °C),
respectivamente. Ademas, Wu y col. (2012) estudiaron la integridad y viabilidad
por citometria de flujo de una suspension de Microcystis aeruginosa tratada 30
min US (200 mL, 20 kHz, 25 °C), y hallaron que el 85 % de las células se
encontraba en el cuadrante iv. Estos autores atribuyeron la pérdida de

viabilidad al efecto del US que provoca ruptura de las membranas. En
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contraposicién con los resultados aqui mostrados, Ananta y col. (2005)
reportaron que solo un 11 % de células de Lactobacillus rhamnosus tratadas
con 20 min US (20 kHz, 10 mL, T <20 °C) presentaron ruptura de membrana.
Cuando se obtuvieron los graficos de tamano (FSC) vs granulosidad
(SSC) de S. cerevisiae tratadas por US+LPe, se puede advertir una disminucion
del tamano celular y la complejidad interna de las células en caso de jugo
comercial de manzana para todos los tratamientos; mientras que en jugo de
manzana natural, se visualizé una disminucion sélo del tamano celular en los
tratamientos de US y combinados. Estos cambios podrian atribuirse a la accion
de las tecnologias sobre las paredes celulares ocasionando ruptura y quiza
desprendimiento de la misma, visualizdndose mas pequefias (Figura 4.2.8).

En la Figura 4.2.9 se muestra el cambio de la actividad esterasa
obtenido por la exposicion a US y US+LPe con distinta temperatura inicial y las
correspondientes diferencias significativas entre los tratamientos obtenidas por
aplicacion del Test de Tukey, aplicando la ecuacion 3.24 de Materiales y
Métodos, seccion 3.13.

La interaccion tratamiento*temperatura resultdé una variable
estadisticamente significativa con altos valores del estadistico F (p< 0,001)
para el caso del jugo natural, mientras que para el jugo comercial, soélo la
variable tratamiento resultdé significativa (p< 0,001). El coeficiente de
determinacién, R?2y explicé la variabilidad observada en un 99 %. El
tratamiento 10 min US a ambas temperaturas en jugo comercial de manzana y
para el jugo natural en la condicion Tiprei: 2 £ 1°C, redujo la actividad esterasa al
10-16 % respecto del jugo sin tratamiento (100 %, Figura 4.2.9). Por otra parte,
el tratamiento por LPe redujo la actividad esterasa en un rango similar (~15 %)
para jugo natural y para el comercial, entre 4-6 %. Esta mayor reduccién
observada en el jugo comercial es acorde a la mayor inactivacién observada
por el método de recuento en placa (Figura 4.2.3b). Los tratamientos 30 min
US sélo y los combinados 10 min y 30 min US+LPe, a ambos perfiles de

temperatura, redujeron notoriamente la actividad esterasa a menos
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Figura 4.2.8. Gréficos de punto para tamafio (FSC) vs granularidad (SCC) de S. cerevisiae control (a), y tratada 60 s LP. (b), 10 min US (c), 10
US+LPe (d), 30 US (e), 30 US+LPe (f). Jugos de manzana comercial (i), y natural (ii).
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de 2 % (Figura 4.2.9). Esta mayor reduccidén de la actividad esterasa eran
esperables para el tratamiento combinado, debido a la mayor inactivacion
observada respecto a la aplicacion de los tratamientos simples (Figura
4.2.5a,b), mientras que en el caso del tratamiento de 30 min US simple, podria
deberse su mecanismo de inactivacion, que provoca la ruptura de la pared
celular, con la consecuente pérdida del FDA, impidiendo la marcacién.

Figura 4.2.9. Cambios relativos de la actividad esterasa de S. cerevisiae en jugo de
manzana comercial (a) y natural (b) control y con diferentes tratamientos. Tus: 20 °C
(l), Tipei: 2 °C (l), Tus: 20 /Tipei: 2 °C (l) y Tus 44 °C (l), Tus 44 °C/Tipei: 44 °C (l) En
las referencias, los numeros representan el tiempo en min (US). Las letras diferentes
sobre las barras indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los tratamientos de
acuerdo al test de Tukey. Desvio estandar (l).

Actividad esterasa
Actividad esterasa

10 US+LP
30 US+LP
30 US+LP

La permeabilidad de la membrana de las células S. cerevisiae control y
tratadas y las correspondientes diferencias significativas entre los tratamientos
obtenidas por el test de Tukey se muestran en la Figura 4.2.10. La interaccion
tratamiento*temperatura resulté significativa (p< 0,001), y el coeficiente de
determinacién R2; estuvo comprendido en un rango de 94-96 %. Todos los
tratamientos indujeron permeabilizacién de la membrana. No se hallaron
diferencias entre los tratamientos 10 min US y 60 s LPe, dado que se obtuvo un
incremento de permeabilizacion de la membrana de 0,9 y 0,8 ciclos
logaritmicos luego de 10 min US en jugo comercial y natural; y de 1,0 y 0,5

luego de la exposicion a LPe en jugo comercial y natural, respectivamente.
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Para ambas matrices, el tratamiento 30 min US provocé mayor
permeabilizacion de membrana que 10 min US. Se produjo un aumento entre
0,8-0,9 y 1,5-1,6 ciclos logaritmicos luego de 10 y 30 min US, respectivamente,
dependiendo de la matriz y la temperatura (Figura 4.2.10a,b). Estos resultados
son consistentes con la mayor inactivacion observada por el método de
recuento en placa para la condicion de 30 min US (Figura 4.2.1b). La
aplicacién de LPe increment6 la permeabilidad de la membrana sélo para la
condicion de 10 min US+LPe para ambas temperaturas en jugo natural y
comercial (Figura 4.2.10a,b). Ademads, la temperatura incrementd la
permeabilizaciébn de la membrana en el caso de 10 min US en jugo de
manzana natural (Figura 4.2.10b) y 30 min y 30 min US+LPe para el comercial
(Figura 4.2.10a).

Figura 4.2.10. Permeabilizacion de la membrana de células de S. cerevisiae
determinado por la incorporacion de Pl en funcién del tratamiento en jugo de manzana
comercial (a) y natural (b). Tus: 20 °C (m), Trpei: 2 °C (m), Tus: 20 /Tipei: 2 °C (m) y Tus
44 °C (m), Tus 44 °C/Tirei: 44 °C. En las referencias, los nUmeros representan el
tiempo en min (US). Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (p< 0,05) entre los tratamientos de acuerdo al test de Tukey. Desvio
estandar (1).
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Células permeabilizadas
Células permeabilizadas

Adicionalmente, se grafico el incremento de células que incorporaron Pl
(células permeabilizadas) en funcién del incremento de células no viables
(Figura 4.2.11), con el proposito de analizar la relacién entre la disminucién en
la poblacion viable (determinado por el recuento en placa) y la permeabilizacidén
de la membrana de S. cerevisiae determinado segun lo explicado en
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Materiales y Métodos, seccidon 3.13. Puede observarse que se obtuvo un
mayor numero de células inactivadas respecto a la cantidad de células
permeabilizadas (Figura 4.2.11); asi por ejemplo, luego del tratamiento 30
US+LPe a la temperatura mas alta se obtuvieron 5,7 y 6,2 ciclos logaritmicos de
reduccion en jugo comercial y natural, respectivamente, pero sélo 1,8 y 1,4

reducciones logaritmicas de células permeabilizadas.

Figura 4.2.11. Células permeabilizadas de S. cerevisiae (determinadas por
incorporacién de Pl) en funcién de las células no viables (determinadas por el método
de recuento en placa) en jugo de manzana comercial (a) y natural (b). LPe (m), 10 min
US (m), 10 min+LP¢ (m), 30 min US (m), 30 min+LPe (=); Tus: 20 £ 1 °C/Tipei: 2 £ 1 °C
(barras colores soélidos) y Tus 44 £ 1 °C, Tus 44 £ 1 °C/Tipei: 44 £ 1 °C (barras con
lunares blancos). En el eje de absisas, los numeros representan las reducciones
logaritmicas alcanzadas para cada tratamiento. Desvio estandar (I).
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Estos resultados estdn de acuerdo con los reportados por Aronsson y
col. (2005) y Ananta y col. (2005). Aronsson y col. (2005) atribuyeron este
fenémeno a una posible reversidén en la permeabilizacion, que no se revela con
la marcaciéon de PIl. En contraposiciéon, Ananta y col. (2005) obtuvieron un
pequeno porcentaje de células FPI* luego de 20 min US en relacion a la
inactivacién obtenida en el recuento en placa. Estos autores sugieren que la
muerte celular provocada por la sonicacion podria ocurrir incluso sin dafo

severo en la membrana.
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4.2.5 Evaluacion del dano de células sometidas a LP. y US+LP. por

microscopia electrénica de transmision

Con el proposito de complementar la informacion obtenida mediante las
curvas de inactivacién obtenidas y la técnica de citometria de flujo, se
monitorearon los cambios estructurales asociados al dafio de S. cerevisiae en
jugo de manzana comercial control y tratado 10 min US (Tus: 44 £ 1 °C) o
mediante la combinacién US+LPe (Tus: 44 £ 1 °C, Tirrer: 56 £ 1 °C), segun lo
explicado en Materiales y Métodos, apartado 3.7.4.

Las células control mostraron la forma elipsoidal caracteristica (Figura
4.2.12a,b,c). Las estructuras celulares como paredes, organelas y membranas,
aparecieron intactas con alta densidad electrénica. Luego de la aplicacién de
10 min US, se visualizé discontinuidad de la membrana plasmatica con pérdida
del contenido celular y puncién de la pared (Figura 4.2.12d,e,f). Estas
observaciones fueron también reportadas previamente por Guerrero y col.
(2005) al evaluar el efecto de 20 min US (100 mL, 45 °C, 20 kHz) sobre S.
cerevisiae en medio modelo. La aplicacion de US+LPe provoco un cambio en la
forma de las células, que se tornaron mas redondeadas y con paredes
hinchadas (Figura 4.2.13g,j). También se hallaron restos de células que
perdieron su contenido intracelular (Figura 4.2.13j), células con menor
densidad electrénica (Figura 4.2.13g-j) cuyo interior se encontraba coagulado
y células donde no era posible distinguir estructura alguna (Figura 4.2.13g-j).

Takeshita y col. (2003) también observaron forma celular redondeada,
distorsion de la membrana plasmatica e incremento de la vacuolizacion luego
de la exposicion de S. cerevisiae en medio modelo a LP estanco (1,4-2,1
J/lcm?). Ademas, Krishnamurthy y col. (2007) reportaron dafio en la pared
celular y pérdida del contenido intracelular de S. aureus tratado 5 s LP estanco
en medio modelo. Asimismo visualizaron encogimiento de plasmalema y
colapso de estructuras internas.

En la Figura 4.2.13 se muestran las imagenes correspondientes a las
esporas control y tratadas 60 s LPe (TiLrei: 44 °C) de A. acidoterrestris en jugo
de manzana comercial. Las endoesporas no tratadas exhibieron su forma

caracteristica: core, membranas externa e interna, cértex, pared germinal,
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cuticula y exosporio (Figura 4.2.13a,b). La exposicion a LPe (71,6 J/cm?, Tipei:
44 °C), correspondiente a 3 ciclos de reduccién logaritmicos, indujo la
coagulacién del material intracelular con la imposibilidad de distinguir ninguna
estructura y restos de esporas sin contenido intracelular (“esporas fantasma”)
(Figura 4.2.13e,f). También pudieron visualizarse restos de esporas que
perdieron su contenido intracelular (Figura 4.2.13c) y separacién del exosporio

de la capa de la espora (Figura 4.2.13d).
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Figura 4.2.12. Imagenes MET de S. cerevisiae en jugo de manzana comercial con
diferentes tratamientos. a,b,c: células no tratadas; d-f: 10 min US (Tus: 44 °C), g- i: 60
S LPe (Tipei: 44 °C), j=I: 10 min US+LPe (Tus: 44 °C, Tipei: 44 °C). Escala: a, d, f, k: 200
nm; c,e,l: 270 nm; j: 350 nm; g: 500 nm; b: 590 nm; h,i: 600 nm. a,c) Aspecto general
de células intactas, mostrando organelas y membranas intactas; b) Grupo de células
intactas con aspecto general similar; d) vacuolizacién; e) Pérdida de contenido
intracelular a partir de un Unico sitio de puncion; f) Alteracién de la membrana
plasmatica y del contenido intracelular pero con pared intacta; g) Grupo de células
redondeadas mostrando el contenido celular interrumpido y sin pared; h) Detalle de
pared celular danada e imposibilidad de distinguir estructuras internas; i) contenido
celular degradado y separacién del citoplasma de la pared; j) Grupo de células con
pérdida de material interno y contenido intracelular coagulado.

- j %
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Figura 4.2.13. Imagenes MET de esporas A. acidoterrestris. a,b: esporas no tratadas;
c-f: esporas tratadas 60 s LPe, Tirei: 44 £ 1 °C) en jugo de manzana comercial.
Escala: d: 200 nm; ¢: 270 nm; f: 350 nm; a: 500 nm; b: 590 nm; e: 600 nm. a,b)
Aspecto de endoesporas intactas, mostrando protoplasto bien definido (P), nucleo (C),
pared del nucleo (CW), cubierta multicapa de la espora (SC) y exosporio (E); ¢)
fragmentos subcelulares fuera de la espora; d) Separacion del exosporio de la capa de
la espora; e,f) contenido intracelular coagulado y restos de esporas sin contenido
intracelular (“esporas fantasma”).







Parte Il

4.3 Efectividad del tratamiento por luz pulsada en flujo continuo (LPc)

Habiéndose estudiado la utilizacién de LPe en el marco de una estrategia
combinada de preservacion de jugo de manzana con US y temperatura
moderada, se decidid investigar la tecnologia de pulsos de luz en flujo continuo
para aumentar el volumen de producto procesado, tender a un proceso mas
industrial identificando los inconvenientes y las fortalezas de la implementacién
del mismo vy, analizar las diferencias de efectividad entre los procesos en los
modos estanco y continuo.

El objetivo del presente capitulo reside en la instalacién, adaptacion,
puesta a punto y calibracion del equipo de LP en la modalidad de flujo
continuo y la evaluacion de la efectividad del tratamiento en microorganismos

de relevancia en jugo de manzana.

4.3.1 Determinacion de la dosis de LP.

Con el propésito de determinar la dosis emitida por el equipo de LP¢, se
aplicaron las ecuaciones 3.2 a 3.11 siguiendo el procedimiento descripto en
Materiales y Métodos, apartado 3.7.5.2. Se obtuvo un valor de dosis maxima
correspondiente a 0,73 J/cm? para 60 s de tratamiento LP, el cual que se
corresponde a una dosis en el jugo de 0,018 J/mL a 10 cm de distancia
respecto de la lampara en una ubicacién en la cabina correspondiente al punto
central y a 10 cm a ambos lados. En la Tabla 4.3.1 se muestran los valores de
dosis correspondientes a los distintos tiempos de exposicion a LPc bajo las
condiciones de operacién descriptas en la Tabla 3.1, Materiales y Métodos,

apartado 3.7.5.
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Tabla 4.3.1.Valores de dosis correspondientes a los distintos tiempos de exposicion a

LPc
Tiempo (min) Dosis (J/cm?) Dosis (J/mL)

0 0 0

1 0,07 0,0018
2 0,14 0,0035
3 0,24 0,0060
4 0,28 0,0070
5 0,35 0,0088
6 0,42 0,0105
7 0,49 0,0123
8 0,56 0,0140
9 0,63 0,0158
10 0,73 0,0183

4.3.2 Efectividad del tratamiento por LP. en jugo de manzana

4.3.2.1 Perfil de temperatura

La Figura 4.3.1 muestra la evolucién de la temperatura durante el
tratamiento con LP: de las muestras de jugo de manzana comercial y natural.
La temperatura de los jugos se increment6 con el tiempo de tratamiento. Pero,
gracias al sistema adoptado de refrigeracion de los mismos (muestra colocada
en bano de hielo y sistema de circulacion con refrigerante), la temperatura no
supero los 25 °C en ningun caso. El rango de incremento térmico fue 4,5 - 6,2

°C, para el jugo natural y comercial, respectivamente.

223



Figura 4.3.1. Perfil de temperatura durante el tratamiento con LP.de jugo de

manzana comercial (®) y natural (®)
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4.3.2.2 Estudios de reto microbiano

En la Figura 4.3.2 se muestran las curvas de inactivacién de E. coli
ATCC 35218, S. cerevisiae KE162, y S. Enteritidis MA44 tratados con LPc
durante 10 min (dosis 0,0183 J/mL), tal como se describié en Materiales y
Métodos, apartado 3.7.5. Se calcul6 la figura de mérito Eeo correspondiente al
tratamiento por LPc aplicando la ecuaciéon 3.11b tal como se describié en
Materiales y Métodos, apartado 3.8, obteniéndose un valor de 1,8.10%-
4,1.10° kW.h/m3/orden, siendo este valor notoriamente mas bajo que el
correspondiente obtenido para LP en modo estanco, denotando asi un proceso
mas eficiente.

En general, las curvas de inactivacion resultaron lineales, alcanzando
hacia el final del tratamiento 1,8, 3,1 y 4,2 reducciones logaritmicas para S.
cerevisiae, E. coli y S. Enteritidis, respectivamente en jugo de manzana
comercial (Figura 4.3.1a,b,c). En el caso de E. coli inoculada en jugo natural,
se obtuvieron 3,1 reducciones logaritmicas (Figura 4.3.1d).

Pataro y col. (2011) estudiaron la inactivacion de E. coliy L. innocua en jugos
de manzana y naranja tratados con LP en sistema continuo (0,19 m de
distancia de la lampara, 0-5,5 J/cm?). Estos autores observaron que el efecto
letal de la LP se incrementaba a medida que aumentaba la energia entregada
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al sistema. Las curvas de inactivacion presentaron un pequefio hombro inicial
seguido de un rapido descenso. También resaltaron la presencia de cola en
algunas de las curvas de inactivacion y atribuyeron este comportamiento
principalmente al “efecto sombra” que se genera debido a una insuficiente
penetracion de la luz en las profundidades de jugos con baja transmitancia. Se
observaron 4,00 y 2,90 ciclos de reduccion logaritmicas para E. coliy 2,98 y
0,93 ciclos logaritmicos para L. innocua, al entregar una dosis correspondiente
a 4 J/cm?. Por otra parte, Muiioz y col. (2012) estudiaron la inactivaciéon de E.
coliy L. innocua tratados con LP en un equipo de flujo continuo (3,3 J/cm?; 0,19
m distancia de la lampara) en buffer fosfato y reportaron 3,6 y 2,7 ciclos de
reduccidén logaritmica, respectivamente. Ademas, Mufioz y col. (2012b)
obtuvieron 3,1 y 4,9 reducciones logaritmicas UFC/mL luego del tratamiento
con LP (sistema continuo; 4,0 J/cm? y 5,1 J/cm? 0,19 m distancia de la

lampara) en jugo de manzana.
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Figura 4.3.2. Curvas de inactivacion en funcion del tiempo de tratamiento LP. de esporas S. Enteritidis (a), E. coli (b) y S. cerevisiae (c) en jugo
comercial de manzana y de E. coli en jugo natural de manzana (d); Desvio estandar (I)
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4.3.2.2.1 Modelado matematico de la respuesta microbiana

Con el proposito de analizar cuantitativamente las diferencias obtenidas
en las curvas de inactivacion entre los diferentes microorganismos y matrices
estudiados, se aplicaron los modelos de primer orden y de distribucion de
frecuencias tipo Weibull detallado en Materiales y Métodos, apartado 3.12,
que ajustdé adecuadamente las curvas de inactivacion estudiadas en
Resultados y Discusion, apartado 4.2.3.1. Adicionalmente, se calculd la
dosis de reduccion decimal segun Materiales y Métodos, apartado 3.9.

Para el modelo de primer orden, la Tabla 4.3.1 muestra los valores de
Dio y de los parametros estimados. El parametro D1o reflejo que S. Enteritidis
MA44 resulté la cepa mas sensible al tratamiento por LPc, seguido por E. coli
ATCC 35218 y por ultimo S. cerevisiae KE162 en jugo de manzana.

La Figura 4.3.3 muestra el ajuste del modelo de distribucién de
frecuencias de Weibull a los datos experimentales (ecuacion 3.12 de
Materiales y Métodos, seccion 3.10). Los parametros estimados a partir del
modelo weibulliano resultaron significativos, por lo que el ajuste por dicho
modelo es apropiado para representar los datos de experimentales. Se
obtuvieron valores de R2s; comprendidos en el rango de 98 % a 99 %, por lo
que en dicho rango, la variacibn en los datos experimentales puede ser
explicado por el modelo. Todas las curvas de supervivencia presentaron n ~ 1,
en conformidad con el perfil lineal que presentaron las curvas de inactivacion.
A partir de los parametros by n, se obtuvieron las distribuciones de frecuencia
de resistencias (Figura 4.3.4) y se calcularon los estadisticos asociados: moda,
media, varianza y sesgo, a modo de obtener una mejor explicacion del efecto
de la LPc en la inactivacion de los microorganismos. En particular, en la Tabla
4.3.2 se detallan los estadisticos asociados con la distribucion de Weibull
calculados a partir de las ecuaciones 3.13 a 3.17 de Materiales y Métodos,
seccion 3.10.

Las distribuciones de frecuencias de resistencias correspondientes al
tratamiento por LPc resultaron sesgadas a derecha indicando que la mayor
proporcién de los microorganismos se inactivé a tiempos cortos y por lo tanto el

proceso resultdé efectivo (Figura 4.3.4) Asimismo las distribuciones resultaron
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anchas indicando una importante dispersion en los tiempos de muerte,
probablemente debido al mezclado de elementos de volumen durante el
proceso (Figura 4.3.4). S. Enteritidis exhibi6 la mayor sensibilidad al
tratamiento, seguido por E. coli y S. cerevisiae ya que presentd menores
valores de moda, media y varianza (Tabla 4.3.3). En el caso de S. cerevisiae,
se observé que la distribucion estaba caracterizada por una ancha cola,
indicando la existencia de una amplia proporcibn de microorganismos
resistentes (Peleg y Cole, 1998). Excepcionalmente, E. coli inoculado en jugo
de manzana natural no presenté moda, pero los valores de media y varianza
resultaron similares a los correspondientes a E. coli inoculado en el jugo
comercial, por lo que no se observaron diferencias en la efectividad del
tratamiento segun la matriz utilizada. En concordancia con estos resultados, se
reportaron numerosos estudios que muestran que el modelo de Weibull ajusta
adecuadamente las curvas de inactivacion de LP en medio liquido (Uesuguiy
col., 2007; Sauer y Moraru, 2009), y en matrices soélidas (Bialka y col., 2007;
lzquier y Gomez-Lopez, 2011).
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Figura 4.3.3. Curvas de inactivacion en funcion de la dosis de LP. (J/mL) segun el modelo de Weibull para S. Enteritidis (a), E. coli (b)
y S. cerevisiae (c) en jugo comercial de manzana y de E. coli en jugo natural (d) ; valor experimental (simbolo) ; valor predicho (linea);

desvio estandar (1)
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Figura 4.3.4. Distribuciones de frecuencia de resistencias segun el modelo de Weibull para S. Enteritidis (a), E. coli (b), y S. cerevisiae (c) en jugo
comercial de manzana, y E. coli(d) en jugo natural, tratados con LPc.
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Tabla 4.3.1. Dosis de reduccién decimal (D1o) y parametros correspondientes al modelo de Weibull para el comportamiento de E. coli, S.
cerevisiae 'y S. Enteritidis en jugos comercial y natural de manzana tratados con LPc,

Modelo de primer orden Modelo de Weibull
Jugo de manzana microorganismo D10 R?; b n R2.q
(min™)

E. coli ATCC 35218 ‘(1(’)153) 0,98 0,27" (0,05) 1,057 (0,09) 0,98

" 2,84 -
S. cerevisiae KE 162 (0,14) 0,99 0,117 (0,03) 1,22 (0,12) 0,98

Comercial 5 g7

S. Enteritidis MA44 (6 23) 0,99 0,36 (0,05) 1,08 (0,07) 0,99

. 4,43*** * kk
Natural E. coli ATCC 35218 (0,37) 0,95 0,49 (0,11) 0,81" (0,11) 0,95

(valor) error estandar;*** significativo al 0,1%; ** significativo al 1%
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Tabla 4.3.2. Estadisticos asociados al modelo de Weibull? para la inactivaciéon de E. coli, S. cerevisiae y S. Enteritidis en jugo comercial de
manzanay a E. coli en jugo natural, tratados 10 min LP.

Jugo de manzana Microorganismo tem t, Varianza Sesgo
(min) (min) (min?3) (-)
Comercial E. coli ATCC 35218 0,36 3,45 10,05 1,95
S. cerevisiae KE 162 1,50 5,72 22,20 1,78
S. Enteritidis MA44 0,23 2,50 5,37 1,97
Natural E. coli ATCC 35218 - 3,00 9,98 2,24

a Estadisticos del modelo de Weibull: t:m, moda de la distribucién, £, media de la distribucién, o ?varianza, v, coeficiente de sesgo.
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Parte IV

4.4 Efectividad del tratamiento de Iluz pulsada en flujo continuo, LP: en

combinacion con US

En la Parte Il se obtuvieron resultados promisorios en la utilizaciéon de LPe
para la preservacion de jugo de manzana en el marco de una estrategia
combinada con US y temperatura moderada, mientras que en la Parte Ill se ha
evaluado satisfactoriamente la efectividad del tratamiento de LPc. En el presente
capitulo se buscara alcanzar un jugo de manzana microbiolégicamente estable a
partir del procesamiento con LP en modo de flujo continuo combinado con US'y
temperatura moderada. Se ha decidido utilizar el US en modalidad estanco debido
a su baja efectividad en modalidad continuo en las condiciones actuales de
operacién. Se evalla en esta seccion la efectividad del tratamiento combinado en
la inactivacion de diversos microorganismos de relevancia y en la flora nativa de

jugo de manzana.

4.4.1 Estudios de reto microbiano

A partir de los resultados obtenidos de las Partes Il y lll, se seleccionaron
las condiciones de procesamiento de 30 min US (Tus: 25 °C) y 10 min LPc¢ (TiLpc
final: 25 °C) como metodo de combinacién para la preservacion del jugo de
manzana, por resultar las condiciones mas apropiadas en cuanto a la inactivacién
observada (paginas 254 y 283). En la Figura 4.4.1 se muestran las curvas de
inactivacion de S. Enteritidis MA 44, E. coli ATCC 35218 y S. cerevisiae KE 162 en
jugo comercial de manzana y E. coli en jugo natural tratados por LPc y pretratados
durante 30 min con US (Tus: 25 °C), como se detall6 en Materiales y Métodos,
apartado 3.7.2. Al aplicar el US previo a LPc, no se hallaron diferencias en la
forma de las curvas de inactivacion respecto a las obtenidas por LPc. Se
alcanzaron 1,1; 1,4 y 2,0 reducciones logaritmicas para S. cerevisiae, E. coliy S.
Enteritidis, respectivamente, al aplicar US sélo en jugo de manzana comercial
(Figura 4.4.1a,b,c). Por otra parte, LPc provocé una reduccién de 1,8; 3,1 y 4,2
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ciclos logaritmicos para dichas cepas (Figura 4.3.1a,b,c). Gracias a la
combinacién utilizada que considera la aplicacion de US y LPc, se alcanzaron 3,7;
5,9 y 6,3 reducciones logaritmicas para S. cerevisiae, E. coli y S. Enteritidis,
respectivamente, en jugo de manzana comercial (Figura 4.4.1a,b,c). En el caso
de E. coli en jugo de manzana natural se lograron 2,7 y 3,1 ciclos logaritmicos de
reduccion luego de la aplicacion de US y LPc, respectivamente; mientras el
tratamiento combinado, provocd una reduccién de 5,7 ciclos logaritmicos (Figura
4.4.1d). Por ende, la aplicacion de US+LPc: mostré efecto aditivo, dado que la
inactivacion obtenida luego de la combinacion de las tecnologias, resulté ser la
suma de los efectos aplicados de manera separada. Se calculé la figura de mérito
Eeo correspondiente al tratamiento combinado US+LPc aplicando las ecuaciones
3.11a y 3.11b para los tratamientos individuales US y LPc¢ tal como se describio en
Materiales y Métodos, apartado 3.8, para operaciones en los modos estanco y
continuo y luego sumando ambos valores, obteniéndose asi valores de Eeo de
4,4.10%- 1,1.10% kW.h/m3/orden, valor mas similar al obtenido para el tratamiento
individual por US, por ser este proceso el menos eficiente en la entrega de energia
eléctrica (Bolton y col., 2001). Desafortunadamente, no existen en bibliografia, a
los fines de comparacion, valores de EEO correspondientes a tratamientos de
preservacion de alimentos tradicionales o emergentes que involucren un
suministro de energia guiado por energia eléctrica, encontrandose en su mayoria
informacion referida a eliminacién de contaminantes en aguas por tratamientos
oxidativos con luz UV-C (Bolton y col., 2001; Behnajady y col., 2009; Bagheri, y
Mohseni, 2015)

Murioz y col. (2012a) estudiaron la combinacién de LP (42,5 J/mL, 0,019 m
distancia respecto a la ldmpara) y la consecutiva aplicacién de US en sistema
continuo (500 W, 20 KHz, 48-50 °C, 100 J/mL) en flujo continuo en la inactivacion
de E. coliy L. innocua en medio modelo. Estos autores reportaron que la posterior
aplicacion de US contribuyd a un incremento en la inactivacion provocada por LP
sélo para L. innocua, donde mostré efecto aditivo. Ademas, Palgan y col. (2011a)
reportaron que combinaciones de LP en flujo continuo (0,019 m distancia respecto
a la lampara, 1,213 J/cm?/pulso) y manotermosonicacion (20 KHz, 750 W, 400
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kPa) condujeron a una reducciéon de 6 ciclos logaritmicos de E. coli y P.
fermentans en jugo mezcla de manzana y arandano. En este caso, los autores no
pudieron detectar si los efectos eran aditivos o sinérgicos dado que obtuvieron
muy bajo recuento luego de la aplicacion de los tratamientos combinados. Por otra
parte, Munoz y col. (2011 y 2012b) estudiaron la combinacién de LP en flujo
continuo (0,019 m distancia respecto de la lampara, 35 °C, 4,03-5,10 J/cm?) y
termosonicacién en sistema continuo (TS, 24 KHz, 400 W, 14 mL/min, 40 °C 0 8
mL/min, 53 °C) en la inactivacion de E. coli en jugos de naranja y manzana en un
dispositivo continuo. De acuerdo con los resultados aqui descriptos, estos autores
encontraron que los tratamientos combinados, mostraron un efecto aditivo,
alcanzandose ~5,0 reducciones logaritmicas en jugo de manzana y ~3,2 ciclos
logaritmicos en jugo de naranja cuando la TS se aplic6 como primer obstaculo.

A partir de los valores de los parametros b y n, se graficaron las
distribuciones de frecuencias de resistencias que se detallan en la Figura 4.4.2, y
se calcularon los parametros asociados a la distribucion (Tabla 4.4.1). A diferencia
de lo observado luego de la aplicacion de LPc sélo, donde la mayoria de las
distribuciones presentaron gran dispersion con altos valores de media y con moda
(Figura 4.3.3; Tabla 4.3.2), las distribuciones correspondientes a US+LPc
resultaron sesgadas a derecha, marcando una importante efectividad del proceso
(Figura 4.4.2a,b,d). Este resultado sugiere que para cada microorganismo
evaluado, la mayoria de la poblacion fue inactivada al comienzo del tratamiento,
dejando una fraccién de microorganismos resistentes que fue afectada en menor
medida. En el caso de S. Enteritidis y E. coli en jugo comercial, las distribuciones
carecieron de moda (Figura 4.4.2a,b; Tabla 4.4.2). Solamente se obtuvo una
importante cola y altos valores de varianza en los tiempos de muerte en el caso de
S. cerevisiae tratada con US+LPc (Figura 4.4.2c), lo que indica su mayor
resistencia al tratamiento respecto a las demas cepas. En jugo comercial de
manzana, respecto al parametro Do, E. coliy S. cerevisiae mostraron mayor D1o
al aplicar US+LPc en comparacion con LPc, lo que sugiere una mayor sensibilidad

de estos microorganismos al tratamiento combinado.
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Figura 4.4.1. Curvas de inactivacién en funcion de la dosis de LP. (J/mL) segun el modelo de Weibull para S. Enteritidis (a), E.
coli (b) y S. cerevisiae (c) en jugo comercial de manzana y de E. coli en jugo natural de manzana (d) tratados con LP; (---) y
LP. pretratado con US (==);) ; valor experimental (simbolo) ; valor predicho (linea); desvio estandar (1)
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Figura 4.4.2. Distribuciones de frecuencia de resistencias correspondientes a las curvas de inactivaciéon de S. Enteritidis (a), E. coli
(b), y S. cerevisiae (c) en jugo comercial de manzana, y a E. coli (d) en jugo natural tratadas con US+LP..
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Tabla 4.4.1 Dosis de reduccién decimal (D1o) y parametros correspondientes al modelo
weibulliano de distribucion de resistencias para el comportamiento de E. coli, S. cerevisiae
y S. Enteritidis en jugos comercial y natural de manzana tratados con US+LP..

Modelo de primer Modelo de Weibull
orden
Sistema Microorganismo D1o R?;; b n R2.q
(min™)
. 6,40 0,49™ 0,97"
E. coli ATCC 35218 (0,19) 0,99 (0,04) (0,04) 0,99
. S. cerevisiae KE 3,637 0,04 1,78™
Comercial 162 (0.37) 0,93 (0,01) (0.14) 0,98
e 5,67 0,58 0,84™
S. Enteritidis MA 44 (0,22) 0,99 (0,09) (0.07) 0,99
E. coli ATCC 417" 0,19™ 1,19™
Natural 35218 022 %9 o4 (010 0%

(valor) error estandar de cada parametro; *** significativo al 0,1%; ** significativo al 1%

Tabla 4.4.2. Estadisticos asociados al modelo de Weibull® correspondientes a las curvas
de inactivacién de E. coli, S. cerevisiae y S. Enteritidis en jugo comercial de manzanay a
E. coli en jugo natural, tratados US+LP..

Joso e Weroorgniemo (L veema sesgo
E. %05”2’:‘;0(3 - 2,11 4,75 2,19
Comercial > C€" ﬁ‘gg’ae KE 3,84 5,42 9,93 1,40
S. Enteritidis MA ) 210 6,29 258
44
Natural E %"5”'2'?;00 0,86 3,80 10,30 1,81

a Estadisticos del modelo de Weibull, t-m, moda de la distribucién, t, media de la distribuciéon, o?
varianza, v coeficiente de sesgo.
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4.4.1.1 Comparacion de la inactivacion microbiana por LPe, LPc y US+LP.

En la Figura 4.3.1 (Resultados y Discusion, Parte lll, apartado 4.3.3) se
ilustraron las curvas de inactivacion de S. Enteritidis MA44, E. coli ATCC35218 y
S. cerevisiae KE162 inoculados en jugo de manzana tratado con LPc a una dosis
maxima de 0,73 J/cm? (0,0175 J/mL) que resultaron lineales, y alcanzandose 4,2;
3,1y 1,8 ciclos de reduccidn logaritmicos. Asimismo, las curvas de inactivacién de
estos tres microorganismos procesados por el método combinado propuesto
US+LPc también resultaron lineales (Figura 4.4.1). En cambio, las curvas de
inactivacién de estos mismos microorganismos inoculados en jugo de manzana y
tratados con LPe (dosis méaxima 71,6 J/cm?) presentaron una importante reduccion
durante los primeros 10 s de tratamiento seguidos de un segundo periodo de
menor reduccion. Las diferencias observadas en la forma de las curvas pueden
atribuirse a la menor fluencia alcanzada en el procesamiento continuo
(Resultados y Discusion, Figura 4.1.5, Parte |, apartado 4.2.3).

Sin embargo, es importante destacar que el tratamiento por LPc fue mas
efectivo en la inactivacion de estos microorganismos que LPe en jugo de manzana,
dado que se alcanzaron 1,8-4,2 reducciones logaritmicas al utilizar la dosis
maxima de 0,73 J/cm? de LP. mientras que, se obtuvieron 0,4-1,7 reducciones
logaritmicas luego de la exposicion a la dosis mas baja de LPe analizada (2,4
J/cm?) (Figura 4.1.5, Parte |, apartado 4.2.3).

En la Figura 4.4.4, ilustra las Eeo correspondientes a LPe, LPc y US+LPc
calculadas a partir de la ecuaciéon 3.11ay 3.11b como se describié en Materiales
y Métodos, apartado 3.8. Como puede apreciarse y se ha comentado, la figura
de mérito Eeo obtenida para LPe resultd 4x103-9x102 veces mayor a la calculada
para LPc: por lo que el tratamiento continuo resulta mas conveniente
econdmicamente dado que requiere menor consumo energético.

Por otra parte, se graficaron las distribuciones de frecuencias de resistencias
calculadas a partir de las ecuaciones 3.13 a 3.17 de Materiales y Métodos,
seccion 3.11 correspondientes a la inactivacion de E. coli, S. cerevisiae y S.
Enteritidis por LPe, LPc y US+LPc en jugo de manzana comercial con el propésito
de comparar la efectividad de los tres tratamientos (Figura 4.4.3).
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Figura 4.4.3. Distribuciones de frecuencia de resistencias segun el modelo de Weibull para S. Enteritidis (=), E. coli (=) y S. cerevisiae (=)
en jugo comercial de manzana tratados con LP¢ (@), LP¢ (==) y US+LP (- - -) (b,c,d).
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Figura 4.4.4. Energia eléctrica por orden (Eeo) minima y maxima estimada para los
procesos de LPe, LP.y US+LP. para jugo de manzana.
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Las distribuciones correspondientes a LPe carecieron de moda y resultaron
fuertemente sesgadas a derecho; por lo que todas las cepas resultaron sensibles
a bajas dosis de LPe (Figura 4.4.3a). Por otra parte, las distribuciones
correspondientes a LPc, resultaron achatadas, con cola, altos valores de media y
varianza, indicando que una importante fraccion de microorganismos sobrevivié
luego del tratamiento (Figura 4.4.3b,c,d). Por ultimo, las distribuciones de
frecuencia correspondientes a US+LPc carecieron de moda y fueron sesgadas a

derecho, sugiriendo que la mayoria de los microorganismos fue inactivado a cortos
tiempos (Figura 4.4.3b,c,d).
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4.4.2 Dinamica de crecimiento de la flora nativa sobreviviente durante el
almacenamiento refrigerado de jugo de manzana natural tratado con
US+LPe

En la Figura 4.4.5 se muestra la evolucibn de la flora nativa
(microoganismos mesofilos aerobios y hongos y levaduras) durante el
almacenamiento refrigerado del jugo de manzana exprimido tratado o no (control)
con US+LPc. El recuento de microorganismos mesoéfilos aerobios y de hongos y
levaduras no tratados fue de 2,8 y 2 ciclos logaritmicos, respectivamente; mientras
que luego del tratamiento se obtuvieron 1,7 y 1,9 ciclos logaritmicos. Por lo tanto
el tratamiento US+LPc no logré reducir la flora nativa inmediatamente luego del
tratamiento; sin embargo, previno de su recuperacion por 6 dias. Mientras que, el
recuento de hongos y levaduras control se incrementd mas de dos ciclos
logaritmicos para dicho dia. Ademds, no se excedio el limite del recuento para
mesofilos aerobios recomendado (Agencia de Proteccidn de la Salud de Inglaterra,
2009) luego de 10 dias de almacenamiento refrigerado. En contraposicién, la
exposicion a LPe (71,6 J/cm?) del jugo de manzana, si bien también redujo
escasamente la poblacion de microorganismos mesofilos aerobios y hongos vy
levaduras luego del tratamiento, no se hallaron diferencias entre las poblaciones
control y tratadas a lo largo del almacenamiento refrigerado (Figura 4.1.12). Por lo
que, el retraso observado en la recuperacién de los hongos y levaduras puede

atribuirse a la aplicacion previa de US, la cual mejora la efectividad de LP.

Palgan y col. (2011b) estudiaron la vida util en refrigeracion de un jugo
mezcla de manzana y arandano tratados con LP en flujo continuo (360 us, 3 Hz,
1,213 J/cm?/pulso) en combinacion con campos eléctricos pulsados (34 kV/cm, 18
Hz, 93 us). Estos autores no detectaron colonias luego de la exposicion a LP, mas
observaron un incremento de 2 ciclos logaritmicos luego de 14 dias de

almacenamiento a 4 °C.
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Figura 4.4.5. Evolucion de la flora nativa en jugo manzana natural
almacenado a 5 £ 1 °C. Control (linea punteada) y tratados con US+LP.
(linea solida). Mesdfilos aerobios (m); hongos y levaduras (e); desvio
estandar (I). La linea de guiones indica el limite de recuento de mesofilos
aerobios recomendado por la Agencia de Proteccion de la Salud (2009,
Reino Unido) para jugos frutales.
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Parte v

4.5 Efectividad del tratamiento de luz pulsada en flujo continuo, LP: en
combinacion con US- Estudios de calidad sensorial

Dados los resultados promisorios obtenidos en la Parte IV respecto de la
preservacion de jugo de manzana por la aplicacion de LPc con pretratamiento de
US, en el presente capitulo se evaluaran los aspectos sensoriales y de color y la
vida util sensorial sobre el producto de jugo procesado por la combinacién de

tratamientos.

4.5.1 Evolucion del color en el almacenamiento refrigerado

Con el objeto de determinar el efecto de los tratamientos de preservacion
sobre los jugos comerciales y naturales de manzana y los cambios deteriorativos
que pudieran ocurrir durante el almacenamiento, se estudié la evolucion de los
parametros de color L*, a*, b*, Bl/Blo, C*ab, hab y Opacidad de los jugos control, y
tratados por LPc y US+LPc, como se describi6 en Materiales y Métodos,
apartado 1.12. En la Figura 4.5.1 y en la Tabla 4.5.1 se muestra la evolucién del
promedio de los parametros L*, a*, b*, Bl/Blo, C*a y hav del jugo comercial y
natural de manzana control y procesado por LPc (Tipe fina: 25 °C) y US+LPc (Tus y
TLpe final: 25 °C) durante el almacenamiento a 4 + 1 °C. En general, las muestras
control y procesadas por LPc exhibieron mayor L* que las correspondientes al
tratamiento combinado. Ademads, las muestras control mostraron mayor a* vy
menor b* que las tratadas. Todas las muestras mostraron bajos valores de C*ap
(menores a 14 %), indicando tonalidades grisaceas, mientras que el parametro ha,
indicé que las muestras presentaron tonalidades amarillo-verde. En las muestras
control y las LPc de jugo comercial, se observdé un incremento de L* (mayor
luminosidad) y una disminucion de a* (muestras mas verdosas) a lo largo del
almacenamiento.
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Figura 4.5.1 Evolucién de las funciones del color en jugo de manzana con diferentes
tratamientos durante 12 dias de almacenamiento a 4 °C. Control (e), LP; () y US+LP. (e).
a) Jugo comercial b) Jugo natural. i) Luminosidad, L*a; ii) Funcion a*; iii) funcion b*; iv)

BI/Bl, v) C*ab; hav; desvio estandar (1).
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Figura 4.5.1. Continuacion...
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Tabla 4.5.1. Valores promedio y desvio estandar (+) de los parametros L*, a* b* y la
funcién BI/Bl, correspondientes a diferentes procesamientos del jugo de manzana
comercial (a) y natural (b) a lo largo del almacenamiento refrigerado.

Tratamiento  Tiempo L* a* b* BI/Bl, ds’
a) (dia)
0 42,8+0,6 -2,410,2 8,910,6 1,0+0,1 b
2 49,4+0,7 -2,7%0,1 10,9+0,4 1,120,0 ce
Control 5 48,3+0,2 -2,810,1 10,910,5 1,120,0 cd
7 49,2+0,4 -2,810,0 11,210,7 1,3%0,1 e
12 47,7+0,3 -2,7+0,2 9,8+0,7 1,0£0,4 d
0 41,710,4 -3,410,1 12,10,2 1,020,0 a
2 49,0+0,4 -3,810,1 14,1+1,0 1,010,1 h
LP, 5 48,9+0,7 -3,8+0,1 13,7+0,5 1,0+0,1 fh
7 48,510,3 -3,810,1 13,7+0,5 1,0£0,0 h
12 48,6+0,8 -3,620,1 11,820,4 0,940,0 f
0 41,340,2 -3,3+0,1 14,0+0,9 1,0+0,1 g
2 42 50,8 -3,3+0,1 11,84£0,9 0,8+0,1 i
US+LP, 5 43,0+0,8 -3,210,1 11,220,7 0,7+0,1 I
7 43,0+0,2 -3,320,1 12,4+0,3 0,8+0,0 |
12 42,3+0,8 -3,4+0,1 12,7£0,4 0,9+0,0 gi
b) Tratamiento  Tiempo L* a* b* BI/Bl, ds’
(dia)
Control 0 49,310,4 -1,310,2 5,19+0,7 1,0010,2 fg
2 49,610,2 -1,210,0 5,23+0,6 1,0310,1 fg
5 49,0+0,3 -1,2+0,1 4,88+0,5 0,95%0,1 fg
7 49,1+0,6 -1,210,1 5,39+0,4 1,0810,1 fg
12 49,110,3 -1,120,1 5,81+0,5 1,1910,1 f
LP, 0 48,0+0,1 -1,5+0,1 10,43+1,2 1,00+0,1 de
2 47,7+0,2 -1,4+01 11,40+0,7 1,12+0,1 d
5 47,510,3 -1,520,2 10,06x0,3 0,97%0,1 e
7 47,6%0,3 -1,320,1 10,21+0,5 1,00£0,1 e
12 47,6+0,3 -1,2+0,1 10,72+0,3 1,07+0,0 de
US+LP, 0 36,910,6 -0,8+0,1 23,33+0,9 1,00+0,0 bc
2 37,1£1,5 -1,020,1 23,00+1,7  0,98+0,1 bc
5 38,0+0,7 -1,0+0,1 22,90+1,0 0,96+0,1 C
7 37,8+0,8 -1,0+0,1 23,15+1,0 0,99+0,1 C
12 36,7+0,5 -1.020,1 22,73+0,6 1,012£0,2 b

' Letras diferentes indican diferencias significativas (ds) entre las muestras segun el test de
Hotelling corregido por Bonferroni.
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b)

En el caso del jugo de manzana natural, las muestras control exhibieron
mayor L*, seguidas por las tratadas por LPc y US+LPc. Por otro lado, las
muestras procesadas por LPc presentaron los menores valores de a*, seguidas
por las muestras control y las sometidas a US+LPc: (Tabla 4.5.1b). Las
muestras correspondientes al tratamiento combinado presentaron el mayor
valor de b*, seguidas por las muestras control y las tratadas por LPc (Tabla
4.5.1b). En cuanto a los parametros de C*ab, las muestras correspondientes al
tratamiento combinado resultaron mas saturadas o con colores mas vividos,
que las muestras tratadas por LPc y control; mientras que en lo referente a hab,
las muestras procesadas por el tratamiento combinado resultaron mas
amarillas que las restantes. Es importante destacar, que las muestras
sometidas a US+LPc mostraron el menor valor de Bl/Blo a lo largo del
almacenamiento en el jugo de manzana comercial y natural, lo que indica que
el tratamiento combinado previno del pardeamiento de las muestras en el
tiempo.

En la Tabla 4.5.2 se ilustra un MANOVA de dos factores aplicado a los
parametros de color. El analisis encontré que la interaccion tiempo*tratamiento
resultd significativa para ambos sistemas (p<0,001), lo cual indica que la
evolucion del color del jugo dependié del tratamiento aplicado.

Tabla 4.5.2. Cuadro de MANOVA para los parametros de color de los jugos de
manzana comercial (a) y natural (b) control y procesados mediante LP. y US+LP. a lo
largo del almacenamiento refrigerado.

Fuente Estadistico de Wilks F
Dia 0,02 21 24
Tratamiento 0,0008 355,35
Dia*tratamiento 0,02 8,67***
Fuente Estadistico de Wilks F
Dia 0,55 1,70**
Tratamiento 0,0004 624,23***
Dia*tratamiento 0,23 2,30***

*** significativo al 0,1 %; ** significativo al 1 % * significativo al 5 %
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Mufoz y col. (2012b) examinaron los cambios en los parametros L*, a*,
b* de jugo de manzana (pH: 3,6; 12 °Brix) tratados con (4-14 mL/min; 24 kHz,
40-50 °C) y LP en flujo continuo (13,4-17 mL/min; 4,0-5,1 J/cm?). Estos autores
reportaron que el tratamiento combinado disminuyé los valores de L*, a* y b* de
las muestras respecto al control.

Por otra parte, Palgan y col. (2011b) no detectaron diferencias en el
indice de browning ni en los parametros L*, a*, b* de jugo de manzana (pH: 3,7;
11,8 °Brix) entre las muestras control y tratadas con LP estanco (0-28 J/cm?).

El pardeamiento enzimatico es provocado por la enzima polifenol
oxidasa (PPO) quien cataliza la oxidacién de los compuestos fendlicos en
quinonas, que sufren posteriores reacciones hasta convertirse en compuestos
oscuros llamados melaninas. Oms-Olid y col. (2010) reportaron que la
exposicion a dosis inferiores a 12 J/cm? previno del pardeamiento de hongos
tratados respecto a los sin tratar, y estos autores sugirieron que la LP tendria
un efecto inhibitorio sobre la PPO. Asimismo, el US (75-373 W/cm?2, 2-10 min)
ha demostrado inactivar la PPO en jugo de melon (Vidal Fonteles y col., 2012).
Estos autores demostraron que se produjo una mayor reduccion de la actividad
residual de la PPO al aumentar la intensidad del US, y reportaron que 373
W/cm? durante 10 min fue el tratamiento més efectivo en reducir la actividad de
esta enzima (en el presente trabajo se aplicé una intensidad de 452 W/cm?
durante 30 min). Por lo tanto, la combinacién de US y LPc podrian haber
contribuido en la inactivacién de la PPO y por lo tanto prevenir del
oscurecimiento de las muestras de jugo de manzana a lo largo del
almacenamiento refrigerado.

Se realizé un PCA a modo de analizar las relaciones espaciales entre los
parametros L*, a*, b*, BI/Blo y opacidad de cada sistema y de ambas matrices.
La tabla resultante y el grafico bidimensional se ilustran en la Tabla 4.5.3 y la
Figura 4.5.2, respectivamente. EL CCC obtenido fue 0,96, indicando que se
alcanzé una reduccion adecuada con el andlisis. EI PCA mostré que las
muestras almacenadas a distintos tiempos y sometidas al mismo tratamiento
estuvieron agrupadas, por lo que el tipo de procesamiento tuvo mayor peso en
la diferenciacion de las muestras que el tiempo de almacenamiento. En
particular, las muestras control para ambos jugos presentaron el mayor valor de

L* (mayor luminosidad) y menor b* (muestras mas azuladas), seguidas por las
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muestras tratadas con LPcy US+LPc. Las muestras de jugo natural procesadas
mediante el tratamiento combinado presentaron mayor opacidad y valor de b*
que las restantes. Es importante destacar, que las muestras tratadas con
US+LPc exhibieron el menor BI/Blo, indicando que el tratamiento combinado
previno del pardeamiento de las muestras. Las muestras tratadas con US+LPc
en jugo comercial de manzana mostraron mayor L* y menor b* que las
correspondientes al mismo tratamiento pero en jugo natural. Ademas, las
muestras tratadas con LPc en jugo exprimido estuvieron asociadas a mayores
valores de a* y BI/Blo respecto al jugo comercial. Estas diferencias pueden
atribuirse a posibles cambios que pueden acontecer durante el procesamiento

térmico al cual el jugo comercial fue previamente sometido.

Tabla 4.5.3. Autovalores (a) y correlaciones de las CP con las variables originales (b)
correspondientes al andlisis de PCA de los parametros de color del jugo de manzana
comercial y natural control y procesados mediante LP. y US+LP.; a lo largo del
almacenamiento refrigerado. En verde se resalta el niumero de CP retenidas y la
proporcion de la variabilidad acumulada por dichas CP. En azul y rojo se resaltan las
variables de mayor peso que presenta correlacion negativa y positiva,
respectivamente.

Autovalores

A Proporcion Proporcion acumulada
1 0,58 0,58
2 0,26 0,84
3 0,13 0,97
4 0,01 1,00
ccc 0,961
Correlaciones con las variables originales
Variables CP1 CP2
L* -0,94 0,19
a* 0,39 0,81
b* 0,89 -0,05
BI/Blo -0,37 0,75
Opacidad 0,96 0,19
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Figura 4.5.2. Grafico bidimensional del analisis de componentes principales (PCA) de los parametros
de color del jugo comercial (C) y natural (N) de manzana. Ctr, control; LP, tratamiento LP., U+P,
combinacion US+LP.; almacenado 0, 2, 5,70 12diasa4 £ 1 °C.
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4.5.2 Apariencia del jugo de manzana procesado mediante LPc y US+LP.

La Figura 4.5.3 muestra la variacién de la opacidad calculada segun la
ecuacion 3.22 de Materiales y Métodos, apartado 3.12 para las muestras de
jugo de manzana comercial y natural control y procesadas mediante LPc y
US+LPc. Todas las muestras de jugo resultaron traslicidas dado que presentaron
valores de opacidad menores a 1, y estuvieron comprendidos entre 0,28-0,32 y
0,31-0,51 para los jugos comercial y natural, respectivamente.

En el caso del jugo comercial, la opacidad de la muestra control (0,28 *
0.03) no difirié significativamente (p> 0,05; Tabla 4.5.4a) de la muestra tratada
mediante LP: (0,28 + 0,03), pero si ambas resultaron mas traslucidas que la
tratada mediante US+LP¢ (0,32 £ 0,02) (Figura 4.5.4a). La opacidad para cada
muestra no varié con el tiempo de tratamiento (p> 0,05; Tabla 4.5.4a)

En el caso del jugo de manzana natural, la opacidad de la muestra control
(0,31 £ 0,01) resulto significativamente menor a la procesada por LP¢ (0,33 = 0,01)
y a su vez, ambas resultaron menores a la procesada mediante el tratamiento
combinado (0,51 + 0,01; p< 0,0001; Tabla 4.5.4b), manteniéndose el valor de
opacidad a lo largo del almacenamiento La opacidad para cada muestra no varié
con el tiempo de tratamiento (p> 0,05; Tabla 4.5.4b).

Uno de los atributos de calidad mas importantes considerado por los
consumidores es la apariencia de los jugos. Los consumidores prefieren en
general jugos opacos. La opacidad se atribuye a los sélidos en suspensién y a las

moléculas de pectina disueltas y coloidales (Okoth y col.,, 2000).
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Tabla 4.5.4. Cuadro de ANOVA correspondiente a la opacidad de las muestras de jugos
de manzana comercial (a) y natural (b) procesados mediante LP. y US+LP.y
almacenados en refrigeracion.

Fuente GL CM F
Modelo 14 3e-3 4,36™**
Tratamiento 2 0,01 14,69***
Dia 4 3e-3 4,47
Tratamiento*dia 8 7e-4 0,13
R2y 0,85
b) Fuente GL CM F
Modelo 14 0,04 72,85
Tratamiento 2 0,25 497,31***
Dia 4 1,9e-3 3,62*
Tratamiento*dia 8 5,1e-4 1,36™
R, 0,94

*** significativo al 0,1%; ** significativo al 1%.

Figura 4.5.3. Opacidad de las muestras de jugo de manzana comercial (a) y natural (b)
control, y procesadas mediante LP. y US+LP. para el dia 0 de almacenamiento.

0,557 0,557

C

a b —_

0,47 0,47
pe) pe)
(] (]
o o
8 0,401 8 0,391
o o
o o) b

b
a a
a
0,321 i 0,321
0,24 i i 0,24
Control LPc US+LPc Control LPc US+LPc

254



La evolucién del color durante el almacenamiento de las muestras de jugo de
manzana comercial natural control y tratadas puede ser apreciado en el diagrama
de cromaticidad CIE x-y mostrado en la Figura 4.5.4a y 4.5.4b, respectivamente,
en donde se observa que el jugo comercial no presenté corrimiento en el espacio
de color (Figura 4.4.7a), mientras que el jugo natural la muestra tratada por
US+LPc si presentdé un importante corrimiento en el espacio de color hacia una
region de mayor saturacién respecto a las muestras control y tratadas por LPe.

Figura 4.5.4. Evolucién del color en el jugo de manzana comercial (a) y natural (b) control
(), procesados por LP; (¢) y US+LP (e)
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4.5.3 Andlisis sensorial

Se evaluaron los cambios sensoriales que los tratamientos LPc y US+LPc
introdujeron al jugo de manzana natural. Para ello, se llevaron a cabo distintas
pruebas sensoriales como el test de diferencia contra control, el test de campo con
consumidores y la vida Util sensorial del jugo de manzana, segun se describié en
Materiales y Métodos, apartado 3.15.3 a 3.15.5.
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4.5.3.1 Test de diferencia contra control

En esta prueba los panelistas (consumidores) analizaron la magnitud de la
diferencia global entre las muestras de jugo de manzana tratadas con LPc y
US+LP: como se detalla en Materiales y Métodos, apartado 3.8, respecto del
jugo de manzana sin procesar o control.

Los sistemas comparados frente al control reconocido como tal (jugo de
manzana sin procesar) fueron:

e Control camuflado (C)
e Jugo de manzana procesado por LPc

e Jugo de manzana procesado por US+LPc

Con los resultados obtenidos a partir de la escala numérica de categorias
(desde 1: “ninguna” diferencia hasta 5: “diferencia muy grande”), se calcul6 la
diferencia media correspondiente de cada sistema respecto del control identificado
como tal.

Los sistemas C y LPc recibieron una puntuacion media de 2,27 y 2,13,
respectivamente, lo cual corresponde a una “ligera diferencia”. Esto indica que los
consumidores no percibieron diferencias respecto del control cuando las muestras
fueron procesadas por LPc de manera individual. En cambio, para la condicién de
US+LPc, las muestras recibieron wuna puntuacibn media de 3,93,
correspondiéndose a la categoria “diferencia grande”. Con el propdsito de
determinar si existen diferencias significativas entre los sistemas evaluados, se
llevé a cabo un ANOVA de dos factores: muestra y sujeto, el cual se resume en la
Tabla 4.5.5. El mismo indic6 que los juicios emitidos por los sujetos no fueron
significativamente diferentes (Fsujeto< Feritico sujetos) @ un nivel del 5 %, por lo que
hubo coherencia entre las respuestas y los consumidores se comportaron como
un grupo. EI ANOVA también reveld que se encontraron diferencias significativas
entre las muestras evaluadas (Fmuestras> F critico muestras). Con el propésito de evaluar
cudles de los tratamientos fueron significativamente diferentes, se procedié a

realizar el test de comparaciones multiples de Dunnet segun la ecuacién 6.21 del
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Apéndice. La diferencia critica calculada fue de 0,46 (a: 0,05; ®error: 88; K: 2; n:
45). Las medias que difirieron de la media del control camuflado C, excediendo
dicho valor, se consideraron estadisticamente diferentes a 5 % de significacion
(Figura 4.4.9). La diferencia calculada entre la media correspondiente a la
muestra US+LPc y el control (A: 1,84) excedié el valor critico, con lo cual el
procesamiento por el tratamiento combinado altera en cierta medida la impresion
global del jugo de manzana. Mientras que las muestras procesadas por LPc no

presentaron diferencias significativas respecto a la muestra control (A: 0,31)

Tabla 4.5.5. Analisis de la varianza para las posiciones asignadas por los panelistas a las
diferencias encontradas en las muestras de jugo de manzana procesados por LP: y
US+LP. en un test de diferencia contra control.

Fuente Suma de GL Media de F F critico
cuadrados cuadrados
Sujeto 1828,14 44 41,55 0,93Ns 1,47
Muestras 14108,91 3 4702,97 104,86 2,67
Error 5920,34 132 44,85
Total 21857,39 179

NS No significativo, S significativo al 5 %.
Este estudio puso de manifiesto la importancia de la inclusiéon de un control

camuflado para detectar el efecto placebo, especialmente cuando se trabaja con

panelistas no entrenados.
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Figura 4.4.9. Posiciones asignadas por los participantes a las diferencias encontrada en
las muestras de jugo de manzana tratadas por LP. y US+LP.. Diferentes letras sobre las
barras indican diferencias significativas entre las muestras de acuerdo al Test de Dunnet.

desvio estandar (l).
2— i i ‘

Control US+LP

Puntaje
w
1

4.5.4 Evaluacion sensorial del jugo de manzana natural procesado mediante
US+LPc

Se llevé a cabo un test campo con consumidores con el objeto de evaluar la
aceptabilidad global (o impresién global) y algunas caracteristicas del jugo de
manzana natural procesado por US+LPc, segun la metodologia descripta en
Materiales y Métodos, apartado 3.15.4.

Cada categoria de la escala hedonica balanceada de 9 puntos utilizada en
la evaluacién de la impresion global, fue convertida a una puntuacién entre 1y 9
puntos, desde 1: “me disgusta extremadamente” a 9: “me gusta extremadamente”.
La aceptabilidad global promedio fue de 6,1 puntos, correspondiente a la categoria
‘me gusta algo”, en la escala de 9 puntos. La Figura 4.5.10a muestra la

259



distribucién de frecuencias de los puntajes asignados por los panelistas. En la
misma puede apreciarse que la distribucidbn de puntajes presentdé dos grupos
mayoritarios, uno correspondiente a la categoria “me disgusta algo” (4 puntos en
la escala heddnica), y el otro grupo correspondiente a la categoria “me gusta
moderadamente” (7 puntos en la escala heddnica). Los puntajes asignados para la
intensidad de sabor a manzana y el valor éptimo de acidez de los jugos
procesados se muestran en la Figura 4.5.10b y 4.5.10c, respectivamente.
Tomando en consideracién las escalas 4 y 5 en conjunto, el 50,8 % de los

consumidores detectaron una alta intensidad en el sabor a manzana del jugo

Figura 4.5.10. a) Distribucion de frecuencias de los puntajes asignados por los panelistas
para la evaluacién de impresién global de jugo de manzana natural procesado por
US+LP; b) Evaluacién del sabor a manzana y c) la acidez 6ptima del jugo de manzana
natural tratado por US+LP.
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Figura 4.5.10. Continuacion...
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procesado; mientras que el 66,2 % considerd que la acidez esta por encima de su
valor 6ptimo. Sélo el 16,9 % de los panelistas atribuyeron una baja intensidad de
sabor a manzana (puntajes 1y 2 de la escala; Figura 4.5.10b).

Si bien el jugo de manzana procesado mediante US+LPc recibié un bajo
puntaje en el test de impresion global, cuando los consumidores se segmentaron
de acuerdo a sus preferencias, se encontraron 2 grupos: cluster 1 (C1),
conformado por 22 consumidores, englobando las categorias 2 a 5 en la escala
heddnica de 9 puntos, y el cluster 2 (C2), de 55 consumidores, incluyendo las
categorias 6 a 9 (Figura 4.5.11). Si bien la decision del corte en el dendograma
puede ser un poco subjetivo, un criterio para el buen ajuste de las distancias en el
dendograma es un valor de CCC mayor a 0,8 (Lawless, 2013). EI CCC obtenido
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resulté 0,84, lo cual indica un buen ajuste alcanzado con este analisis segun el
criterio adoptado por Everitt y col. (2001). EI C2 mostré un fuerte interés en el
producto dado que la media de la impresion global para el producto fue de 7.0
puntos, correspondiente a la categoria “me gusta moderadamente”. En la Tabla
4.5.6a se muestran la media de la percepcidn de acidez otorgado por cada cluster,
en la que puede observarse que el C2 percibié la acidez del producto mas cercano
a su valor de punto justo. Se realiz6 un ANOVA con el objeto de detectar si estas
diferencias eran significativas (Tabla 4.5.6b). EI C2 percibi6 significativamente la

acidez mas cercano al punto justo (p< 0,0001) como se ilustra en la Figura 4.5.12.

Tabla 4.5.6. Valor promedio, minimo y maximo de la percepcion de acidez del jugo de
manzana procesado por US+LP. segun cada cluster (a). Cuadro de ANOVA para la
percepcion del gusto acido segun el cluster (b).

a)
Cluster n Media Minimo Maximo
C1 21 4,48+0,51 4,00 5,00
C2 54 3,59+0,57 3,00 5,00
b)
Fuente Suma de Grados de Cuadrados F
cuadrados libertad medios
Modelo 11,80 1 11,80 11,807
Cluster 11,80 1 11,80 38,69
Error 22,28 73 0,31
Total 34,08 74

*** gignificativo al 0,1%; ** significativo al1%; * significativo al 5 %
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Figura 4.5.11. Dendograma basado en los puntajes asignados por los panelistas en el test hedonico mostrando los diferentes
grupos segun la preferencia de los consumidores. Los numeros indican los consumidores, mientras que los nimeros en negrita
simbolizan la puntuacion otorgada por dichos consumidores en el test de impresién global. Las flechas marcan los clusters C1 y C2
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Figura 4.5.12. Media de la acidez segun el cluster. Desvio estandar (1).
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Resulta interesante destacar algunos comentarios realizados en las dos
preguntas abiertas A y B del Formulario N2 2 (Materiales y Métodos, apartado
3.15.4) que se hicieron acerca de qué fue lo que gustd o no gustd del jugo de
manzana. La informaciéon obtenida es de gran importancia para futuras
investigaciones, ya que se buscara mejorar algunas cualidades sensorialess del

producto final.

Lo que gusté del producto:
e Sabor intenso a manzana

e Sensacion de jugo natural, fresco, sin procesamiento.

Lo que no gustd del producto:
e Fuerte acidez

e Gusto metalico

Adicionalmente, se llevd a cabo un PCA a modo ilustrativo con el objeto de
encontrar las relaciones entre los puntajes asignados en la escala hedénica y el
264



porcentaje de los puntajes asignados en la escala de intensidad de sabor a
manzana y de la acidez éptima del jugo de manzana natural procesado por
US+LP: (Figura 4.5.13). La Tabla 4.5.7 muestra los autovalores y las
correlaciones de las CP con las variables originales resultantes del analisis. El
CCC obtenido fue 1,0, indicando que se alcanz6 una reduccién adecuada con el
andlisis. Se retuvieron las dos primeras componentes principales (CP1y CP2) que
explicaron el 100 % de la varianza. La CP+1 (Figura 4.5.13) explic6 el 79,5 % y se
encontr6 asociada positivamente con la intensidad del sabor a manzana y
negativamente con la acidez optima; mientras que la CP2 se asocié de manera
positiva con ambas variables y explicé el 20,5 % de la varianza. El andlisis mostro
que los bajos puntajes de la escala hedbénica (2 a 5 puntos) estuvieron asociados
a valores de acidez por encima de su punto justo y bajos valores de intensidad de
sabor a manzana. Por otra parte, los altos valores asignados por los panelistas en
la escala hedoénica (6 a 9 puntos) estuvieron asociados con alta intensidad y

valores de acidez mas cercanos al éptimo.

Tabla 4.5.7. Autovalores y correlaciones de las CP con las variables originales
correspondientes al andlisis de PCA de los atributos sensoriales y la aceptabilidad global
del jugo de manzana natural procesados mediante US+LP. En verde se resalta el
numero de CP retenidas y la proporcion de la variabilidad acumulada por dichas CP. En
azul y rojo se resaltan las variables de mayor peso que presenta correlacion negativa y
positiva, respectivamente.

Autovalores

A Proporcion Proporcion acumulada
1 0,80 0,80
2 0,20 1,00
cccC 1,00
Correlaciones con las variables originales
Variables CP1 CP:
Sabor a manzana 0,90 0,45
acidez -0,90 0,45
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Figura 4.5.13. Grafico bidimensional correspondiente al analisis de componentes
principales (PCA) de los puntajes asignados por los panelistas en el test de impresion
global y durante la evaluacion de intensidad de sabor a manzana y acidez éptima del jugo
de manzana natural procesado con US+LP..
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4.5.5 Estimacion de la vida util sensorial del jugo de manzana natural

procesado por US+LP.

Se llevé a cabo el estudio de vida util sensorial con el fin de estimar el
tiempo en el cual un dado porcentaje de los consumidores rechaza el jugo de
manzana natural procesado por US+LPc y almacenado a 5+1 °C, como se detallé
en Materiales y Métodos, apartado 3.19.5. Para ello, se aplicé la distribucién de
Weibull segun la ecuacién 3.25 como de describi6 en Materiales y Métodos,
apartado 3.15.5. La distribucion ajustdé adecuadamente los datos sensoriales dado
que presento6 el mayor likelihood (Hough, 2010; Tabla 4.5.8). En la Tabla 4.5.8 se
muestran los pardmetros de las distribuciones del modelo y la vida util sensorial
estimada para el jugo de manzana natural tratado US+LPc. En La Figura 4.5.14 se
muestra el porcentaje de rechazo de los consumidores en funcién del tiempo de
almacenamiento del jugo de manzana procesado con US+LPc, en base a los

parametros obtenidos y aplicando la ecuacion 3.14. La estimacion de la vida Gtil
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sensorial para P25 fue de 6 dias con bandas de confianza (95 %) de 5 y 7 dias;

mientras que para Psp, fue de 7 dias con bandas de confianza (95 %) de 6 y 8

dias.

Tabla 4.5.8 Valores de los parametros, porcentajes de rechazo y likelihood de la
distribucion de Weibull para estimar la vida atil sensorial del jugo de manzana natural

procesado con US+LP..

Weibull
Parametro Limite inferior’ Valor estimado Limite superior’
M 1,91 2,00 2,01
o 0,08 0,17 0,38
Pas* 5,24 5,97 6,80
Pso* 6,36 6,95 7,58
Loglikelihood? 32,57

P2s*, porcentaje de rechazo al 25 %; Ps¢*, porcentaje de rechazo al 50 %; ' 95 % de confianza; 2 el

menor likelihood indica mejor ajuste.

Figura 4.5.14. Probabilidad de los consumidores de rechazar el jugo almacenado en
refrigeracion de manzana natural procesado con US+LP., estimado por la distribucién de
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Por lo tanto, este estudio revelé que los consumidores no rechazarian el
jugo de manzana procesado por 30 min US (Tus: 25 °C) y 10 min LPc¢ (TLpPcfinai: 25
°C, 155 mL/min) durante todo el periodo de vida util determinado en los estudios

microbioldgicos previos.
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5. Conclusiones
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5 Conclusiones

Este estudio permitié aportar informacion cuantitativa relevante acerca
de la utilizacién de una tecnologia combinada de preservacidn de jugos frutales
innovadora, la cual involucra la utilizacion de luz pulsada en los modos
estanco y continuo y temperatura moderada, asistida por un pre-tratamiento
con ultrasonido de alta intensidad, con el proposito de reemplazar los procesos
térmicos tradicionales que deterioran la calidad del producto.

La aplicacién de diferentes técnicas de analisis (citometria de flujo,
microbiologia predictiva y microscopia electronica de transmisién) de la
respuesta microbiana a las tecnologias empleadas, permiti6 conocer mas en
profundidad el modo de accién de las mismas, disefiando asi de un modo mas
racional el proceso de preservacion de un jugo de manzana. Este estudio,
también provey6 valiosa informacion acerca de sus consecuencias en la
calidad microbioldgica, sensorial y la vida util sensorial de jugo de manzana
procesado por la tecnologia propuesta.

El estudio detallado de las cinco etapas de investigacion permitié arribar

a las siguientes conclusiones:

Parte | Tratamiento por LPe de jugos frutales

e En este estudio se demostré que la efectividad del tratamiento por luz
pulsada en sistema estanco y con refrigeracién (Tipe finai: 12 °C) depende
de manera significativa de la absorbancia de los jugos en el rango de luz
UV, mientras que la turbidez y el tamano de particula no cumplen un rol
igual de importante. Otras variables como el pH y °Brix, no parecieron jugar

un rol importante en la inactivacion por esta tecnologia.

e En los estudios de reto microbiano referidos a la utilizaciéon de luz pulsada
en modo estanco, todas las curvas de inactivacibn estuvieron
caracterizadas por una reduccion pronunciada durante los primeros 10 s de

tratamiento de LPe (fluencia < 12 J/cm?) seguidas de una segunda etapa
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donde la poblacion disminuyd mas lentamente con el tiempo de
tratamiento, a excepcién de algunas curvas que resultaron sigmoideas.
Este comportamiento, condujo a la necesidad de aplicar modelos
matematicos no lineales que permitieron una mejor comprension vy

cuantificaciéon del efecto de LPe.

Las curvas de inactivacion correspondientes a LPe resultaron en muchos
casos, céncavas hacia arriba, lo que indicaria que el proceso se vuelve
menos efectivo a dosis mas elevadas. En varios casos se observo
presencia de cola, lo que puede atribuirse, entre otras causas, a la
existencia de miembros de la poblacion resistentes al tratamiento y/o alta
absorbancia de las muestras en la regién UV. Este hecho ratificé la
necesidad de utilizar esta tecnologia en una estrategia combinada de
preservacion con otros factores de stress tradicionales y/o emergentes,
con el proposito de obtener mayor reduccion en la poblacién microbiana,
ademas de optimizar la aplicacion de LPe evitando el sobre-tratamiento.

Las curvas de supervivencia resultantes de la aplicacién de LPe, fueron
ajustadas por tres modelos matematicos conceptualmente diferentes: el
modelo de Weibull, el modelo bifasico de Cerf y el modelo de doble Weibull
propuesto por Coroller. Los modelos bifasico y de Weibull constituyeron
buenas alternativas representando adecuadamente la inactivacién por LPe
en diferentes jugos frutales naturales y comerciales mientras que, el modelo
propuesto por Coroller no representé adecuadamente todas las curvas de
inactivacion. Los parametros obtenidos explicaron, de distintos puntos de
vista, la influencia de esta tecnologia en la inactivacion microbiana. El
modelo de Weibull permitié conocer las distribuciones de frecuencias de
resistencias y asi detectar las distintas subpoblaciones, mientras que el
modelo bifasico, las tasas de inactivacion de las subpoblaciones sensibles
y resistentes al tratamiento.

El estudio de la utilizacién de diferente concentracion de esporas de A.
acidoterrestris ATCC 49025 en jugo de manzana para determinar la
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influencia en la eficiencia del tratamiento por LPe, permitié establecer que
no solo la carga inicial de esporas influye en el tiempo de procesamiento
por LP y en la eficacia del proceso sino también la reduccion de esporas

requerida como factor clave de influencia.

o La exposicidn a bajas temperaturas durante el almacenamiento,
luego del tratamiento por LPe de algunos microorganismos relevantes
inoculados en jugos naturales, mejord la inactivacidén lograda por LPe. En
particular, se observdé un decrecimiento de la poblacion de L. innocua
ATCC 33090 tratada con LPe y almacenada en baja temperatura en los
jugos de manzana, naranja y frutilla, alcanzandose entre 3,9 y 7,8
reducciones logaritmicas y de S. Enteritidis MA44 de mas de 8 ciclos de
reduccion en jugo de manzana luego de 12 dias. Por lo que, este posterior
decrecimiento se deberia probablemente a que las poblaciones tratadas
por LPe estarian mas sensibilizadas a las condiciones de alta acidez y
bajas temperaturas. En otros casos, se observdo un retardo en el
crecimiento y/o recuperacién de las poblaciones tratadas con LPe de S.
cerevisiae KE 162 en los jugos de alta acidez (manzana, frutilla y naranja),
de S. Enteritidis MA44 en meldn, frutilla y naranja y en E. coli ATCC 35218
en todos los jugos ensayados. Por otra parte, la sola aplicacién de LPe no
fue lo suficientemente efectiva para prevenir la recuperacién de la flora
nativa de los jugos frutales evaluados, lo cual motivd a combinarlo con

otras tecnologias.

Los estudios de citometria de flujo revelaron que la exposicién de células
de S. cerevisiae a LPe, desestabilizé la integridad de la membrana
conduciendo a la inactivacion celular. Asimismo, mediante esta técnica, se
confirmé que la permeabilizaciéon de la membrana de S. cerevisiae KE 162
presente en jugo de manzana tratado por LPe fue considerablemente
menor que en los sistemas de agua peptonada a igual dosis aplicada. Esto
corrobora la dependencia de la efectividad del tratamiento con la
absorbancia de la matriz. Esta técnica también permiti6 detectar a bajas
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dosis de LPe (hasta 12 J/cm?, 10 s) la presencia de subpoblaciones de S.

cerevisiae KE 162 con dano sub-letal.

e Por otra parte, al evaluar el dafio de células de S. cerevisiae KE 162
mediante microscopia electronica de transmision, se detectaron cambios
en la estructura celular adicionales al dafio en la membrana y en la pared
celular, entre ellos, se visualizaron células mas redondeadas, vacuolas
expandidas, pérdida del contenido intracelular por sitios de puncién,

coagulacion del contenido intracelular, menor densidad electrénica.

Parte lI- Tratamiento por LPe asistida por otras tecnologias de jugo de

manzana.

e Se comprobd el efecto beneficioso del aumento de temperatura generado
durante el mismo procesamiento LPe al mejorar la efectividad de la
inactivacion de S. cerevisiae KE 162 y esporas de A. acidoterrestris ATCC
49025 en jugo de manzana. La diferencia mas notoria ocurrié a los 40 s de
tratamiento (47,76 J/cm?) en los sistemas de mayor temperatura de salida
(TLpe final: 56 °C) comparados con los de menor aumento de temperatura
(Trre fina: 12 °C), obteniéndose un incremento en la inactivacion de las
esporas y de las células de S. cerevisiae de hasta 1,3 y 2,4 reducciones
logaritmicas, respectivamente. Desafortunadamente, no fue posible
encontrar un modelo matematico que caracterice adecuadamente las
curvas de inactivacion por LPe en condiciones no isotérmicas en un rango
de temperatura donde la misma pudiese tener un efecto adicional en la

inactivacién observada.

e Se encontré que la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (US) en
combinacién con LPe y temperatura moderada, mostrd efecto aditivo en la
inactivacion de S. cerevisiae KE 162 en jugo de manzana; mientras que la
sonicacion no mejord la inactivacion por LPe de esporas de A.
acidoterrestris ATCC 49025. El tratamiento que resulté méas efectivo fue la
aplicacion de 30 min de US seguido de 60 s de LPe, con una temperatura
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final de muestra de 56 °C, alcanzandose entre 5,8 y 6,4 reducciones
logaritmicas de S. cerevisiae, dependiendo del tipo de jugo de manzana
considerado.

e Los estudios de citometria de flujo revelaron que la exposicion de células
de S. cerevisiae a 30 min US, 10 min US+LPe y 30 min US+LPe
desestabiliz6 en mayor proporcion la integridad de la membrana que los
sistemas procesados por LPe y 10 min US. Asimismo, se confirmé que el
incremento de temperatura inicial del sistema de 44 °C- respecto del de
menor temperatura, aceler6 la permeabilizacion de la membrana para
algunos sistemas como por ejemplo, el tratamiento 10 min-US. Esta
metodologia puso en evidencia la presencia de subpoblaciones de S.
cerevisiae KE 162 con dafo sub-letal en jugo natural de manzana

procesadas por LPe en las dos condiciones de temperatura evaluadas.

e Al evaluar el dafno de células de S. cerevisiae KE 162 con tratamiento 60 s
LPe (TLpe iniciai: 44 °C), US (Tus: 44 °C) y 10 min US+LPe (T: 44 °C); y
esporas de A. acidoterrestris ATCC 49025 tratadas 60 s LPe (TLpe inicial: 44
2C) mediante microscopia electronica de transmisién, pudo observarse un
dafno mayor que para el tratamiento LPe simple analizado en la Parte |.
Para ambos microorganismos se observé coagulacion del material
intracelular con la imposibilidad de distinguir estructuras internas
observandose también, restos de células o esporas que perdieron su
contenido intracelular. Particularmente, en el caso de las esporas también
se visualiz6 la separacion del exosporio de la capa de la espora, mientras
que para S. cerevisiae, se observo engrosamiento de la pared y cambio de

la forma celular.

Parte lll - Tratamiento por LP.

e Se disend exitosamente un equipo a escala laboratorio de LP en flujo
continuo por recirculacion (LPc) para el procesamiento de alimentos
liquidos. Se optimizaron: el sistema de refrigeracion a modo de lograr que
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no aumente considerablemente la temperatura del sistema, el tiempo de
procesamiento y el caudal.

e EIl tratamiento por LPc (0,018 J/mL, 0,73 J/cm?) fue mas efectivo en la
inactivacion de algunos microorganismos de relevancia que LPe (2,4 J/cm?
correspondiente a menor dosis evaluada), dado que se obtuvo un
incremento entre 1,4-2,5 reducciones logaritmicas en jugo de manzana al
procesarlos por el sistema continuo.

e Por otra parte, la energia eléctrica por orden, Eeo, obtenida para LPe
resultd 4x103-9x10% veces mayor a la calculada para LPc por lo que el
tratamiento de luz pulsada en flujo continuo resultaria mas eficiente dado
que requiere menor consumo energético. Es importante destacar, que el
calculo de Eeo es frecuentemente reportado en sistemas con presencia de
contaminantes procesados por UV-C, pero no habia sido reportado hasta la
fecha en la inactivacion de microorganismos en matrices alimentarias ni por
radiacion UV-C ni LP.

Parte IV- Tratamiento combinado US y LPc de jugo de manzana.
Estudios microbioldgicos

e El tratamiento combinado US (30 min, Tus: 25 °C, estanco) y LPc en
sistema continuo (0,73 J/cm?, 155 mL/min, Tipc finai: 25 °C) resultd efectivo
en la inactivacion de microorganismos de relevancia en jugo de manzana,
alcanzandose entre 3,7 y 6,3 reducciones logaritmicas de S. cerevisiae
KE162, E. coli ATCC30218 y S. Enteritidis MA44. Por otra parte, el
tratamiento propuesto previno de la recuperacion de la flora nativa durante
7 dias en almacenamiento refrigerado.

Parte V- Tratamiento combinado US y LPc de jugo de manzana. Estudios

Estudios de calidad sensorial

e Si bien el tratamiento combinado ultrasonido y luz pulsada en sistema
continuo, disminuyé la luminosidad de las muestras de jugo de manzana
respecto de las muestras sin tratamiento alguno, el mismo exhibié menor
incremento del indice de browning a lo largo del almacenamiento

refrigerado.
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e El sabor a manzana y la acidez del producto procesado por el tratamiento

combinado fueron intensamente percibidos por los consumidores.

e La segmentacién de consumidores a traves del analisis de conglomerados
permitié discriminar un grupo de consumidores que presentd un fuerte
interés en el jugo de manzana procesado por ultrasonido y luz pulsada en
sistema continuo, quienes valoraron positivamente el intenso sabor a

manzana y la acidez del producto.

e La vida util sensorial del jugo de manzana procesado fue estimada en 6
dias teniendo en cuenta un 25 % de probabilidad de rechazo por parte de

los consumidores.

e Los resultados satisfactorios obtenidos en los estudios microbiolégicos, de
color y pruebas sensoriales, permitieron afirmar que los cambios
organolépticos introducidos en el jugo de manzana natural procesadas por
la combinacién ultrasonido y luz pulsada en sistema continuo, fueron leves
durante el tiempo de vida util propuesto, y que el mismo puede

considerarse un producto innovador.

Investigaciones futuras

Se espera, en un futuro cercano, continuar esta linea de investigacién
para avanzar en la definicién de los siguientes aspectos, no dilucidados hasta

el momento:

e Con el objeto de obtener un producto de aplicacion industrial, es
necesario abordar investigaciones futuras que incluyan la aplicacion de
US en combinacién con LP ambos en sistema continuo y que involucren
mayores volumenes de procesamiento. Al mismo tiempo es necesaria la
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combinacién con otras tecnologias emergentes a modo de lograr una

extension mayor de la vida util.

Estudiar otros factores de calidad del producto procesado mediante e
tratamiento combinado que involucren el contenido de vitamina C,
capacidad antioxidante, polifenoles y actividad enzimatica de
polifenoloxidasa, pectinmetilesterasa y peroxidasa.

Evaluar la efectividad del tratamiento combinado sobre otros
microorganismos de relevancia no estudiados en esta tesis como
hongos deteriorativos de jugo de manzana (p.e. Penicillium, Botrytis,
Colletetrichum, Mucory Monilinia).
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6. Apéndice: Procedimientoy
estadisticosy
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6 Apéndice

Esta seccion presenta algunos métodos que fueron utilizados para realizar el
analisis estadistico de la informacién que surgié de las investigaciones realizadas
en esta tesis.

6.1 Definiciones

Una poblacion estadistica se define como un conjunto completo de
elementos de interés. Las medidas tomadas sobre los elementos de una poblacion
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.

La distribucion normal es el tipo de distribucion que mas comunmente se
encuentra. En general cuando se procesan los datos estadisticamente se asume
que su distribucién es normal. La siguiente férmula es la funcién de la distribucién
normal y se puede usar para verificar si realmente una serie de mediciones sigue

tal distribucion
f(x) = (/270 Jrexd (Y-Y)? /262 ] (6.1)

donde:

exp = funcién exponencial con base e
Y= medicién realizada

Y = media del total de las mediciones
o = desviacion estandar

o2 = varianza
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6.1.1 Parametros y estimadores

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

En estadistica aplicada se asume que la forma de la distribucidn aplicada es
conocida pero no asi los parametros que la representan. Los mismos deben ser
estimados mediante la aplicacién de funciones matematicas a las mediciones
obtenidas. Los datos estadisticos extraidos de dichas funciones se denominan

estimadores.

Media de la distribucién (Y); es el promedio aritmético de las mediciones

realizadas:

M=
=

<
I
T

(6.2)

donde,
Y, : valor individual del sistema i

N: numero total de datos
Desviacion estandar (c) o desviacidn tipica; es una medida de dispersion de las

variables con respecto a su media y es de gran utilidad en la estadistica
descriptiva. Es en realidad la raiz cuadrada de la varianza:
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Varianza (0°); 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.

(Y, -Y)

= M 6.4
® TN (6.4)

N 2
=1

Error estandar de la media (SE); esta relacionado a la desviacién estandar y el

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

SE :% (6.5)

Intervalos de confianza; es siempre aconsejable que un analista determine los
intervalos de confianza de los parametros que determina. Los intervalos de
confianza dan informacion sobre la precision de los calculos 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 mediaY :

donde:

tu2n1 = el estadistico t de Student de nivel de confianza a/2 y de n-1
grados de libertad del sistema.

Grados de libertad (gl); se usan para estimar el numero de categorias
independientes en un test o experimento. Por ejemplo, en la expresién A+B=0, A

y B son funciones dependientes, ya que al fijar el valor de uno de ellos se esta
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fijando el valor del otro. Asi, cuando “n” medidas se expresan como desviaciones
de la media muestral, todas las medidas menos una pueden variar liboremente si
colocamos la restriccion sobre los datos de que la suma de desviaciones debe
ser igual a cero. Los gl se calculan como:

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

r= el nimero de sujetos estadisticamente dependientes.

6.1.2 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 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
hipétesis nula, el nivel de significacion es nada mas que la probabilidad de tomar
la decisién de rechazar la hipoétesis nula cuando ella es verdad (cometiendo el
error tipo | o a) o de aceptar la hipétesis nula cuando la ultima no es cierta
(cometiendo el error tipo Il 0 B). En la toma de esa decisién 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 significacion y dados grados de
libertad). Si el valor experimental es superior al numero de la tabla, la hipotesis
nula se rechaza, en cambio, al ser superior el nimero de la tabla la hip6tesis nula
se tiene que aceptar para dado nivel de significacion. Cuanto mayor sea el valor
experimental, mas significativo sera el resultado y més fuerte sera la evidencia de
que el resultado no se debe a una mera coincidencia. El nivel de significacion es
comunmente representado por el simbolo griego a (alpha). Cuando se hacen este

tipo de comparaciones es importante tener en cuenta si el ensayo es unilateral o
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bilateral. Por ejemplo si el ensayo es unilateral y se trabaja en un nivel de
significacion a = 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 >0,95 (a0 <0,05); P >0,99 (a <0,01) y
P> 0,999 (a <0,001) cuya mencidn indica la significacion de las conclusiones que
se formulan. Cuando el valor experimental obtenido es inferior al tabulado se
concluye que "no hay significaciéon" y se indica con (-) o (NS); cuando dicho valor
supera al valor tabulado para P < 0,95 y no al tabulado para P > 0,99 se indica con
(*); si el valor experimental es mayor que el tabulado para P > 0,99 la conclusién
es (**) y para P > 0,999 (***). Cuando:

VE < VT (NS)/(-)
VE> VT (P 0,95) *
VE > VT (P 0,99) -
VE > VT (P 0,999)

Siendo VE= valor experimental; VT= valor tabulado

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

suficientes.

6.2 Analisis de varianza (ANOVA)

Andlisis de varianza (ANOVA) compara las medias de varias muestras vy
verifica si todas ellas pertenecen a la misma poblacién, o si una 0 mas son
significativamente diferentes y provienen de poblaciones diferentes.

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

sT=Y (v —\?)2 (6.8)

i=1

La SST tiene asociados N-1 grados de libertad ya que existe la restriccion

ZN:\(i ~Y=0 (6.9)

i=1

Suma de Cuadrados debida a la Regresion (SSR) es una expresion de la

variacion que resulta tomando en cuenta por un lado la relacion de la variable
independiente con la dependiente a partir del modelo de regresion aplicado y por
otro lado la medicibn 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 muestral y el valor

predicho del modelo \?, para una corrida i.

2

sR=Y( V-V (6.10)

Los grados de libertad en este caso se definen a partir del niumero de
parametros p que usa el modelo para relacionar la variable medida y las
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):

MSR = SSR 242
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(6.11)

Suma de Cuadrados Residual (SSE) es la variacion 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.

N 2N
SSE=Y(V,-¥) = (6.12)
i=1 i=1

En el caso de la Suma de Cuadrados Residual se asocian N-p grados de
libertad.
La SSE se usa para calcular la Media de Cuadrados Residual (MSE) al
dividirla por los grados de libertad asociados a ella, segun la siguiente férmula:
SSE
MSE = — (6.13)
N-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 la practica puede no serlo exactamente pero

deberia aproximarse.
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Modelo de los parametros de un ANOVA

Fuente gl Suma de Cuadrados Media de cuadrados
__________________________________________________________________________________________________________]
SSR

DEBIDOA p-1 SSR MSR =——

LA REGRESION p-1

. __________________________________________________________________________________________]
SSE

RESIDUAL N-p SSE MSE = ——

6.2.1 Test F de significacion 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 > Ftabias nos permite inferir que la
variacion de la informacién explicada por el modelo o relacidon propuestos es
significativamente mayor que la variacion debida a causas no identificables

(residuales) y que el efecto observado no se debié al azar.

Segun el test F, la hip6tesis nula propone que todos los parametros son
nulos mientras que la hipbtesis alternativa nos dice que al menos un parametro
es diferente al cero.

Ho = B1=P2=....=B« =0
Hapor lo menos un parametro B;j #0

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 la expresion respectivamente:
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_MSR _ SSR/(p-1)
~ MSE  SSE/(N-p)

(6.14)

Una vez calculado el F se busca en las correspondientes tablas el valor de
F para el nivel de significacion 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 o nivel de
significacidn, y significa que por lo menos un parametro de los que describen la
regresion tiene efecto sobre la respuesta. Cuanto mas grande sea el F calculado
mejor describira la regresion el modelo propuesto ya que también significa que
aumenta la razén de la varianza debida a la regresion sobre la varianza debida a

causas no identificables.

6.3 Coeficiente de determinacion (R?)

El coeficiente de determinacion nos informa sobre la proporcién de la
variacion que existe entre los valores experimentales y lo propuesto por el
modelo. Es un estadistico que evalia cuan bien se ajusta el modelo estadistico
aplicado. En la regresién, en particular, el coeficiente de determinacion es una
medida de cuanto la linea de regresion se aproxima a los datos experimentales.

Su expresidn porcentual se da por la formula:

RZ:%WOO (6.15)

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

_ SSE/(N-p)

R2 =1
47 SST/(N-1)

(6.16)
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Siempre se busca que tanto R?> como R2ag se acerquen lo més posible al
100 ya que es una medida del ajuste del modelo. Cabe afadir que por mucho
que se acerque el coeficiente de determinacién al cien nunca lo sera, ya que en
este caso se trabajaria sin error.

Otros criterios para la comparacion de modelos alternativos de regresién no
buscan que la raiz cuadrada de los cuadrados medios del error (RMSE) sea lo
menor posible, que el numero de parametros del modelo sea lo menor posible
(principio de simplicidad), que el error estandar de las estimaciones de los
parametros sea lo mas pequeno posible y que los coeficientes estimados no se
encuentren altamente correlacionados (Di Rienzo y col., 2008).

El RMSE, mide la desviacibn media entre los valores observados y los
predichos, mientras que los criterios de Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC) son
empleados para detectar la sobreestimacion de los modelos. De acuerdo a las
teorias del criterio de Akaike y el Bayesiano, el modelo mas adecuado y
parsimonioso conlleva los valores mas pequefios de AIC y BIC (Quinn y Keough,
2002). Ambos criterios estan muy relacionados y si bien ambos miden la eficiencia
del modelo en predecir los datos, el criterio de BIC es un poco mas conservativo
ya que en este caso el término de penalizacion es mas largo. Las

correspondientes ecuaciones se detallan a continuacion.

RMSE = \/ Z (:uobservedos —H predichos )2
n (6.17)

A|C=N{|n(27:\|°'j+1}+2 (6.18)

BIC—N{In(ZT\IJZJJrl}+ P-In(N) (6.19)
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donde, N es el numero de observaciones; u es el valor respuesta; P es el numero
de parametros del modelo; 02 es la varianza calculada a partir de los cuadrados
medios del error (CM); SSE corresponde a la suma de cuadrados residual; SST es
la suma de cuadrados totales y p es el nimero de parametros del modelo.

6.4 Analisis de residuales

En el analisis de los residuales siempre se asume que los errores:

e son normalmente distribuidos con media igual a cero

e tienen varianza constante

e son independientes entre ellos

Existen herramientas graficas y pruebas estadisticas que se usan con el fin

de comprobar la validez de las suposiciones recién mencionadas.

AN

6.4.1 Versus valores predichos, Y

Se grafican los valores de los residuales (ri) versus los valores predichos
por el modelo. Dichos residuales no se grafican en funcion de los valores
observados (Yi) debido a que ambos grupos de valores estan correlacionados.

Debe observarse una distribucion uniforme horizontal de los residuales en torno a

los valores predichos,Y (homocedasticidad). Pueden manifestarse algunos

comportamientos anormales tales como los que se describen a continuacion.

e Si la varianza del modelo no es constante y se incrementa, es
necesario realizar un analisis de cuadrados minimos especial o bien

una transformacién (Ln (Y); JY ; 1/Y; etc.) en la respuesta de interés:
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Fi

<>

e Si el término independiente Bo no fue incluido en el analisis, la banda

se desplaza:

Fi

<>

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

postulado la banda se curva:
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Estas desviaciones, ademas de detectarse visualmente, pueden medirse
mediante parametros definidos, los cuales no se detallaran en este apéndice
(Draper, 1963).

6.5 Meétodos de comparaciones multiples por minima diferencia

significativa

Un analisis de varianza solo informa si existen diferencias entre medias
pero no informa acerca de cuales medias son las que difieren. Una vez que el
ANOVA ha demostrado, mediante el test F, que existen diferencias significativas
se recurre a los test de comparaciones multiples (Zar, 1999).

Cuando se desean hacer comparaciones entre las medias desarrolladas
en un experimento que involucra mas de dos muestras se origina un problema
porque se alteran las probabilidades. A medida que aumenta el numero de
medias, aumenta la probabilidad que la diferencia entre las medias mayor y
menor sea igualada o excedida solamente por el azar.

Todos los procedimientos de comparaciones multiples se basan en
calcular un rango el cual es comparado con la diferencia entre medias. Si el
rango es mayor, no existe diferencia significativa entre las medias.

La diferencia entre los mismos reside en como calcular el rango critico y
de ello resultan procedimientos mas o menos conservativos y poderosos, segun
determinen rangos criticos mas o menos estrechos. Algunos de ellos se

enumeran aqui, de mas a menos conservadores (O’Mahony, 1986):

e Test Sheffé

o Test Tukey (HSD)

e Test Newman-Keuls

e Test de rango multiple de Duncan
e Test Fisher (MDS)

e Test de Dunnett

Se describiran los test que se utilizaron en esta tesis.
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6.5.1 Minima diferencia significativa de Fisher (MDS)

Es un test muy potente ya que de todos los test de comparaciones
multiples es el que determina el rango mas estrecho de valores, hecho que
facilita encontrar diferentes a dos medias, resultando ser uno de los test menos
conservativo. Debe utilizarse para comparar pocas medias ya que como es
realmente un test t-Student modificado existe el riesgo de cometer error tipo |.
Antes de ser aplicado debe verificarse que existan diferencias significativas entre
medias mediante test F de un ANOVA.

2MSE
MDS =t, 5 3¢ "/T (6.20)

t.2, gg= Mayor o/2 por ciento de puntos que siguen la distribucion t-

Se calcula:

donde:

Student con glE grados de libertad.
glE = grados de liberad del residual obtenido en ANOVA.

n = ndmero de medidas.

Cualquier par de medias cuya diferencia exceda a dicho valor para

a-nivel de significacion es considerado estadisticamente diferente.

6.5.2 Test de Dunnett

El test de Dunnett se aplica al caso especial donde uno de los tratamientos
es un control y se desea saber cual de las muestras difiere significativamente
respecto del control.

Se desea comparar las medias de varios grupos de tratamientos con la
media de un grupo control.

Define un estadistico  d=d (a; Perror; k-1)
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Abunnett= d (a, Derror). Serror. (2/n)12 (6.21)

La Tabla 6.3 muestra los valores de d para a nivel de significacion, v grados
de libertad del error (perror) y k tratamientos, siendo s= VYMSE y n = nimero de
comparaciones.

Ho: Vi = Ycontrol  para i # control
H1: Vi # Vcontrol

Si | §i - Jeontrol | 2 Abumett — las medias difieren al nivel de significacion o

Tabla 6.3 Valoras criticos del test de Dunnett

o = 0,10
A 2 3 4 5 6 g 10 12 15 20
3 235 [ 201 | 323 [ 345 [ 362 | 376 | 396 | 412 | 424 | 430 | 438
31| 213 | 260 | 286 | 305 | 319 | 330 | 347 | 380 | 370 | 382 | 308
5| 202 | 243 | 267 | 283 | 296 | 306 | 321 | 332 | 342 | 352 | 366
6 | 104 | 233 | 255 | 270 | 282 | 291 | 305 | 315 | 321 | 334 | 347
7| 100 | 226 | 237 | Ze1 | 272 | 281 | 294 | 302 | 312 | 322 | 334
8 | 186 | 232 | 241 | 255 | 265 | 273 | 286 | 296 | 303 | 312 | 324
o | 158 | 218 | 237 | 250 | 260 | 268 | 280 | 280 | 297 | 306 | 317
10 | 181 | 215 | 234 | 246 | 256 | 264 | 276 | 284 | 202 | 300 | 311
11 | 180 | 213 | 231 | 243 | 2353 | 260 | 272 | 281 | 288 | 205 | 306
12 | 178 | 211 | 220 | 241 | 250 | 57 | 260 | 277 | 24 | 202 | 303
15 | 1775 | 207 | 224 | 236 | 234 | 351 | 262 | 270 | 277 | 285 | 295
20| 173 | 203 | 219 | 230 | 230 | 236 | 256 | 2e4 | 270 | 277 | 287
35 | 171 | 200 | 217 | 227 | 236 | Za2 | 252 | 260 | 266 | 273 | 282
30 | 170 | 199 | 215 | 235 | 234 | 240 | 250 | 257 | 263 | Z70 | 279
10 | 168 | 197 | 212 | 233 | 231 | 237 | 247 | 254 | 260 | 267 | 275
60 | 167 | 105 | 210 | 221 | 228 | 234 | 244 | 251 | 257 | 2&3 | 272
= | 165 | 101 | 206 | 216 | 223 | 220 | 233 | 245 | 251 | 258 | 267
o = 0,05
El 2 3 4 5 6 8 10 12 15 20
3| 318 | 387 | 426 | 454 | 475 | 492 | 58 | 537 | 553 | 572 | 5.5
31| 278 | 331 | 362 | 383 | 400 | 413 | 233 | 148 | 361 | 175 | 103
5| 257 | 303 | 320 | 348 | 362 | 373 | 300 | 403 | 414 | 426 | 442
6 | 235 | 286 | 310 | 326 | 330 | 340 | 364 | 376 | 386 | 397 | 411
7| 236 | 275 | 2907 | 312 | 324 | 333 | 347 | 358 | 367 | 378 | 301
§ | 231 | Z67 | 288 | 302 | 313 | 322 | 335 | 346 | 354 | 364 | 376
o | 226 | 261 | 281 | 2905 | 305 | 314 | 326 | 336 | 344 | 353 | 3635
10 | 223 | 257 | 276 | 2780 | 290 | 307 | 319 | 329 | 336 | 345 | 3357
11 | 220 | 253 | 272 | 284 | 204 | 302 | 314 | 323 | 330 | 339 | 350
12 | 218 | 250 | 268 | 281 | 200 | 298 | 300 | 313 | 325 | 334 | 345
15 | 213 | Za4 | 261 | 273 | 282 | 289 | 300 | 308 | 315 | 323 | 333
20 | 200 | 238 | 254 | 265 | 273 | 280 | 200 | 298 | 305 | 312 | 322
35 | 206 | 234 | 250 | 261 | 260 | 275 | 85 | 203 | 290 | 306 | 315
30 | 204 | 232 | Za7 | 258 | 266 | 272 | T2 | 280 | 205 | 302 | 311
0 | 202 | 236 | 244 | T34 | 262 | 268 | 277 | Zs85 | 200 | 2097 | 306
60 | 200 | 227 | 241 | 251 | 258 | 264 | 273 | 280 | 286 | 292 | 300
© | 196 | 231 | 235 | 2414 | 351 | 357 | 265 | 272 | 277 | 283 | 2o1
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6.1 Regresion multiple/Método de superficies de respuesta

El andlisis de la varianza es una herramienta basica y de uso muy extendido
para el planteo de modelos matematicos que vinculan una variable medible
(variable de respuesta) con los factores experimentales (variables
independientes), los cuales resultan preponderantes en el comportamiento de
dicha variable.

De hecho puede existir una relacién funcional simple entre las variables, tal
como ocurre en algunos sistemas fisicos, por ello no constituye la generalidad. La
relacion entre las variables suele ser complicada como para ser explicada en
términos sencillos. En este caso se debe aproximar esa relacion a alguna funcion
matematica simple, tal como una relacién polinomial, que contenga las variables
apropiadas (de las cuales se sospecha que influyen en mayor grado a la
respuesta) y se aproxime lo mejor posible a una funcion real, en un determinado
rango de las variables en estudio. Esto s6lo es posible mediante un analisis de
varianza.

Los factores antes mencionados son las condiciones de proceso o variables
independientes cuyos valores o niveles son controlados en la experiencia. Se
eligen presumiendo que los mismos afectan en mayor medida a la variable de
interés. Los niveles de los factores elegidos se seleccionan para realizar la
experiencia, teniendo en consideracion el proceso en estudio. Los factores se
denotan generalmente como Xi, Xz,...Xk siendo k: numero de variables
independientes, designadas en forma genérica como X.

La respuesta es una cantidad medible cuyo valor se asume que varia
conforme cambian los niveles de los factores en estudio, es decir que existe una
funcion ¢ de Xi, Xo,...Xk variables que genera el valor real de la respuesta (Q) tal

que:

Q= @ (X1, X2,...,Xk) (6.22)
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@ es una funcion continua de X, y puede ser aproximada a una funcién polinomial
(por expresion de series de Taylor).

La forma exacta de ¢ es generalmente desconocida y se aproxima por una
ecuacion polinomial o algun tipo de modelo empirico. Los pasos para aproximar el
modelo consisten en:
1°) Asumir una forma de modelo que involucre a X1, Xz,...,Xk factores. En ausencia
de suficiente conocimiento de la forma en que varia la respuesta, en general se
comienza postulando un modelo de primer orden en funcion de k variables. Pero si
el mismo sufre falta de ajuste debido a una curvatura en la superficie de respuesta
se agregan términos de 6rdenes mayores. El modelo siguiente a ensayar es un

modelo de segundo orden:
Yi= o+ XK 1 BuXy+ Xk BupXE + oy X1 By Xu X + € (6.23)

donde,

Yi= valor de la variable respuesta

Xyj= variables independientes (u, j= 1...k).
€i= error experimental en la corrida .

Bo= término constante

Bu, Bun Y Buj = coeficientes regresionales

Los parametros By, Bux Y PBui son llamados coeficientes regresionales y son
determinados por cuadrados minimos. La suma de cuadrados de las desviaciones
respecto de la recta real sera:

S=YN, €2 (6.24)

donde €i se despeja a partir de la ecuacion 6.23. De esta forma, se eligen

los estimadores de los coeficientes regresionales de manera de minimizar S.
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2°) En asociacion con el modelo propuesto seleccionar combinaciones de
los niveles de los factores involucrados y para cada combinacién medir la
respuesta deseada.

3°) Las mediciones de la respuesta son utilizadas en un analisis de regresion
para obtener los estimadores de los parametros del modelo propuesto y también
obtener un estimador de la varianza del error experimental.

4°) Aplicar tests sobre las magnitudes de los estimadores y sobre el ajuste
del modelo mismo.

Con la utilizacién de “k” factores se genera una superficie de respuesta Y en
un espacio k+1 dimensional. Asi por ejemplo, si se consideran tres variables
independientes es posible generar una superficie en funcién de dos de ellas (las
de mayor significacion), mientras la tercera variable permanece constante a
distintos niveles preseleccionados. La Figura 6.1 muestra un ejemplo de dicha

superficie.
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Figura 6.1. Superficie de respuesta y obtencion de graficos de contorno a partir de la
misma.
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Otra forma de visualizar la informacién es a través de los graficos de
contorno, construidos a partir de la superficie de respuesta correspondiente. En
los mismos, se dibujan lineas o curvas de Y constante en un plano cuyas
coordenadas representan los niveles X1y X2. Cada contorno es una proyeccion en
el plano Xi X2 de una seccion transversal de la superficie de respuesta y
representa infinitas combinaciones de X1 y X2 que generan el mismo valor de Y.
Es posible localizar en estos graficos zonas de minima (o maxima) respuesta, es
decir, la combinacion de Xi y X2 que genera un valor minimo (0 maximo) de la
variable dependiente de interés. La Figura 6.2 muestra claramente los “cortes” en
la superficie que generan graficos de contorno. Todos los resultados obtenidos
mediante este analisis se limitan a una region de interés o region experimental (&)
totalmente contenida dentro de una region de operacion y la extension de dichos
resultados fuera de la zona de interés puede resultar arriesgado.

Figura 6.2. Graficos de contorno obtenidos a partir de una superficie de respuesta.
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6.1.1 Seleccion de la mejor ecuacion de regresion

En general existe una situacién de compromiso entre seleccionar la mayor
cantidad de variables y/o combinaciones de ellas que generen una ecuacién lo
mas util posible con fines predictivos e involucrar el menor nimero de variables
por la labor requerida para obtener informacion de las mismas.

Existen varios métodos para seleccionar la mejor ecuacién de regresion.
Aqui se menciona el Meétodo de Eliminacion Retrospectiva, el cual tiende a
eliminar todas las variables innecesarias sin incrementar sustancialmente el valor
estimado de la varianza, s2. Los pasos basicos de este método son:

e Se computa una ecuacidon de regresion que contenga todas las
variables.

e Se realiza un test F-parcial para cada parametro considerando que el
mismo fue incorporado al modelo en ultimo lugar.

e Se selecciona el menor valor de los F-parciales obtenidos y se
compara con un Fo para un nivel de significacion especificado.

e Si F<Fo se remueve el parametro en cuestion y se realiza una nueva
regresion con los parametros restantes. Si F>Fo se adopta la ecuacion

tal como se planted.

6.2 Analisis multivariado

El analisis multivariado involucra una serie de técnicas de andlisis apropiadas
para tablas de datos que contienen dos 0 mas variables (Vj) respuesta por cada
caso (observaciones o individuos) como se ilustra en la Tabla 6.1. Cuando se
tienen 2 variables aleatorias (por ejemplo altura y peso) registradas sobre cada
uno de los individuos se puede hacer una representacion grafica de las
observaciones bivariadas. Sin embargo, cuando mas de tres variables son
relevadas para cada caso la visualizacion directa de las observaciones no es
posible, por ello se utilizan técnicas de reduccién de dimension (Di Rienzo y col.,
2008). Luego, la organizacién de datos para un andlisis multivariado se realiza en
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forma de una matriz con n filas (casos) conteniendo las p caracteristicas
(variables) registradas sobre un mismo individuo (datos de p variables observadas

en cada uno de n casos, se colectan en una matriz X, n x p).

Tabla 6.1. Organizacion de datos para analisis multivariado.

Individuos Vi V2 Vi Vp
1 Xi1 Xiz Xij Xip
2 X21 X22 X2j X2p
n Xn‘] Xn2 Xn] an

6.2.1 Analisis de la varianza multivariado

El andlisis de la varianza multivariado (MANOVA) examina la relacion entre
mas de una variable dependiente cuantitativa Y en funcion de una o mas variables
independientes X medidas sobre una misma unidad experimental. El objetivo
consiste en comparar la respuesta multivariada entre los grupos. El analisis si los
centroides poblacionales (medias poblacionales de las p variables o0 medias
multivariadas) de los k grupos son iguales o no ente si. Si bien existen 4
estadisticos para evaluar la significacién, en la presente tesis se utilizd el test de
Hotelling corregido por Bonferroni. No se aconseja aplicar multiples ANOVAs
univariados (por separado) dado que en ese caso aumenta la tasa de error global
(error de tipo |) y ademas, el MANOVA permite analizar las asociaciones entre las
variables respuesta y detectar diferencias que en el caso de aplicar ANOVA no se

visualizarian.

6.2.2 Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales (PCA) permite analizar la
interdependencia de variables métricas y encontrar una representacion grafica
optima de la variabilidad de los datos de una tabla de n observaciones y p
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columnas o variables. EI PCA trata de encontrar, con pérdida minima de
informacion, un nuevo conjunto de variables (componentes principales, CP) no
correlacionadas que expliquen la estructura de variacién en las filas de la tabla de
datos.

La j-ésima componente principal (CPj) es algebraicamente una combinacién
lineal de las p variables originales obtenida comoY) = e; X = e1; X1+e2; Xo+...+ €y Xp
con j=1,...,p donde ej representa el j-ésimo autovector. Las nuevas variables, CP,
usan informacién contenida en cada una de las variables originales, algunas
variables pueden contribuir mas a la combinacion lineal que otras, por lo que los
autovectores representan el peso de cada variable en la combinacién lineal para
cada componente (Di Rienzo y col., 2008). Cuanto mayor sea el modulo del
coeficiente, mayor es la contribucién de la variable para ese componente. La
carga o loading de un componente representa las correlaciones de Pearson entre
los componentes y las variables originales. Se consideran que tienen mayor peso
aquellos loadings cuyo moédulo es mayor a 0,5, mientras que el signo indica si la
correlacién con la variable ortogonal es positiva 0 negativa (Quinn y Keough,
2002). Los loadings y los coeficientes de los autovectores muestran un patrén
similar aunque difieren en sus valores. La interpretacion de la correlacién es méas
confiable que la interpretacion de los coeficientes que conforman los autovectores,
ya que la correlacion tiene en cuenta diferencias en las varianzas de las variables
originales y consecuentemente elimina el sesgo de interpretaciones causadas por
diferentes escalas de medicion (Di Rienzo y col., 2008).

La proporcién de la variabilidad explicada por cada uno de los CP viene
dada por los autovalores, A. La varianza de la j-ésima componente principal es
Var(Y;) =e;Yej =4 donde el j-ésimo A es el autovalor asociado al j-ésimo

autovector (Di Rienzo y col., 2008).
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