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Resumenes

RESUMEN

Los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad (PEAI) es una tecnologia no térmica
de conservacion de alimentos que se esta siendo evaluada como alternativa a las
tecnologias convencionales de conservacion basadas en el calor. Esta tecnologia se
caracteriza por permitir obtener un producto seguro microbioldgicamente, con un
mayor respeto de los componentes nutricionales que el tratamiento térmico
convencional.

Los trabajos que componen la presente tesis doctoral tratan de evaluar la
idoneidad de la tecnologia de los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad (PEAI) en el
tratamiento de un alimento acido de la complejidad de una bebida mezcla de zumo
de naranja y leche estabilizada mediante la adicion de pectina. Para ello se han
llevado a cabo estudios cinéticos de inactivacion por PEAI de microrganismos,
tanto patdgenos como alteradores, presentes en este tipo de alimento (E. coli y S.
cerevisiae) y de destruccion de enzimas causantes de la pérdida de calidad (Pectin
Metilesterasa, PME), obteniéndose modelos matematicos experimentales que
relacionan la intensidad de campo eléctrico, el tiempo de tratamiento y la
temperatura con la inactivacion obtenida. De igual modo se evalud el efecto de los
PEAI en el contenido de compuestos nutritivos (Vitaminas hidrosolubles y
péptidos inhibidores de la ECA).

Por ultimo se llevaron a cabo estudios preliminares de validacion de la
tecnologia desde el punto de vista de la seguridad alimentaria a través de estudios
de dafio subletal, de posibilidad de generacion de transformantes y de variacion del

perfil proteico en Escherichia coli'y Lactobacillus casei.
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RESUM

Els Polsos Eléctrics d'Alta Intensitat (PEAI) és una tecnologia no térmica de
conservacié d'aliments que s'esta avaluant com alternativa de les tecnologies
convencionals de conservacio basades en 1’aplicacid de calor. Aquesta tecnologia
es caracteritza per permetre obtenir un producte segur microbiolégicament, amb un
major respecte dels components nutricionals que el tractament térmic convencional

Els treballs que componen la present tesi doctoral tracten d'avaluar la idoneitat
de la tecnologia dels Polsos Eléctrics d'Alta Intensitat (PEAI) en el tractament d’un
aliment acid de la complexitat d'una beguda barreja de suc de taronja i llet
estabilitzada mitjangant 1'addici6 de pectina. Amb aquesta finalitat s'han dut a
terme estudis cinetics d’inactivacio per PEAI de microrganismes, tant patogens
com alteradors, presents en aquest tipus d'aliment (E. coli i S. cerevisiae) 1 de
destruccié d'enzims causants de la pérdua de qualitat (Pectin Metilesterasa, PME),
obtenint-se models matematics experimentals que relacionen la intensitat de camp
electric, el temps de tractament i la temperatura amb la inactivacio obtinguda.
D'igual manera es va avaluar l'efecte dels PEAI en el contingut de compostos
nutritius (Vitamines hidrosolubles i péptids inhibidors de la ECA).

Finalment es van dur a terme estudis preliminars de validaci6 de la tecnologia
des del punt de vista de la seguretat alimentaria a través d'estudis de dany subletal,
de possibilitat de generacié de transformants i de variacié del perfil proteic en

Escherichia coli i Lactobacillus casei.
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ABSTRACT

Pulsed Electric Fileds (PEF) is a non-thermal food preservation technology
that is being evaluated as an alternative for conventional preservation processes
based on heat. This technology is characterized by allowing obtain a
microbiologically safe product with greater respect for the nutritional components
than the conventional heat treatment.

The studies that comprise this doctoral thesis try to assess the suitability of
PEF technology to deal an acidic food of the complexity of a mixed orange juice
and milk beverage stabilized by pectin addition. This has been carried out by PEF
inactivation kinetic studies of spoilage and pathogenic microorganisms present in
this kind of food (Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae) and destruction
of enzymes that cause the loss of quality (Pectin methylesterase, PME), obtaining
experimental mathematical models thar relates the electric field intensity, the
treatment time and temperature with the inactivation obtained. Similarly, the effect
of the PEF on nutritional compounds content (water-soluble vitamins and ACE
inhibitory peptides) was evaluated.

Finally, were conducted preliminary studies of technology validation from the
point of view of food safety through studies of sublethal damage, possibility of
generating transformants and variation of protein profile in Escherichia coli and

Lactobacillus casei
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Justificacion del tema

La existencia de consumidores mas informados y exigentes con los productos
que adquieren, demandando alimentos frescos, saludables, seguros y listos para
tomar, se ha incrementado en los Ultimos afios. La Organizacion Mundial de la
Salud recomienda al menos 5 raciones de frutas y verduras al dia, una practica muy
saludable, pero poco puesta en practica debido a un creciente ritmo de vida que ha
dejado extintas practicas gastronomicas tradicionales. Este hecho ha obligado tanto
a la industria como a la comunidad cientifica, a llevar a cabo un proceso de
evolucion continua con respecto al procesado de alimentos. Los procesos de
conservacion tradicionales se han basado en el efecto de la temperatura, la
reduccion de la actividad de agua o del pH, y la adicién de conservantes, como
medidas para garantizar la estabilidad del producto tratado a lo largo del tiempo y
reducir/evitar la proliferacion microbiana. La implantacién generalizada de estos
procesos radica principalmente en su bajo coste, y efectividad demostrada, siendo
el tratamiento térmico el mas utilizado en la conservacion de alimentos. Sin
embargo, la falta de uniformidad en los tratamientos, y los cambios negativos
producidos en las propiedades fisico-quimicas y nutricionales de los alimentos
procesados térmicamente son los principales obstaculos a superar para satisfacer a
los consumidores. Para conseguirlo, se superan diariamente mediante investigacion
y marketing, inconvenientes atribuidos a procesos convencionales, ofertando
productos minimamente procesados y a la vez altamente nutritivos.

La innovacion en procesos de conservacion esta derivando hacia el desarrollo
de tratamientos especificos, segun el alimento, que maximicen el equilibrio en la
balanza CALIDAD-SEGURIDAD, produciendo alimentos minimamente
procesados, nutritivos, atractivos organolépticamente, y seguros durante largos
periodos de tiempo. Esta busqueda de alternativas a los procesos convencionales de
conservacion contempla 3 lineas de actuacion; (i) por una parte, la optimizacion de
los tratamientos térmicos tradicionales, principalmente mediante la disminucion de

la intensidad del tratamiento acompafiado de un almacenamiento en frio; (ii) en
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Justificacion del tema

segundo lugar, la aplicacion de procesos basados en la combinacion de tecnologias
a baja intensidad- concepto de tecnologia de barreras; (iii) y finalmente, el
desarrollo de tecnologias emergentes de conservacion donde la temperatura no es
el principal factor que produce la estabilizacion del alimento. Una de las
tecnologias emergentes de conservacion de alimentos mas prometedoras desde el
punto de vista de la posible implantacion a nivel industrial, son los Pulsos
Eléctricos de Alta Intensidad (PEAI). Las aplicaciones mas importantes de esta
tecnologia han sido la pasteurizacion de alimentos liquidos, principalmente leche y
zumos de frutas, y el efecto de la tecnologia en los procesos de transferencia de
masas, como el secado y la extraccion de compuestos.

Los parametros tecnoldgicos que definen un tratamiento por PEAI son
principalmente la intensidad de campo eléctrico () y el tiempo de tratamiento (7).
Sin embargo, la efectividad de una tecnologia se ve influenciada también por
factores ambientales. Se denomina factor ambiental, a cualquier caracteristica o
propiedad del alimento que pueda influir en la efectividad de un tratamiento. Para
evaluar objetivamente el efecto de las operaciones de procesado sobre la seguridad
microbiologica de los alimentos, es necesario cuantificar el comportamiento
microbiano mediante modelos matematicos que nos permitan determinar la
respuesta de estos microorganismos a las diversas condiciones en estudio (de
proceso y ambientales). Las cinéticas de inactivacion constituyen una etapa basica
en la determinacion de los microorganismos de referencia para una tecnologia y un
producto. Son numerosos los estudios que recogen cinéticas de primer orden,
relacion tiempo de tratamiento frente a inactivacion, como respuesta de diversos
microorganismos al tratamiento por PEAI, en muy variados alimentos y medios de
referencia. Sin embargo, hay una carencia de estudios que expliquen el efecto de
los factores ambientales en las cinéticas de inactivacion, y mas concretamente, el

efecto de la temperatura.
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Aunque el uso de las tecnologias no térmicas proporciona una serie de ventajas
desde el punto de vista nutricional y de calidad del alimento frente a las tecnologias
térmicas convencionales, es necesario tener en cuenta los posibles riesgos
microbiologicos asociados a su uso. Se considera que el incremento de la
permeabilidad celular es el principal factor en la inactivacion de microorganismos
por PEAI Esta permeabilizacion se puede revertir, siempre y cuando el dafio
infligido a la célula no sea demasiado grande. Aunque las bacterias vegetativas a
veces pueden sobrevivir en tales condiciones, a menudo son dafiadas
subletalmente. Sea cual sea la proporcion de células dafiadas, éstas pueden volver
al estado normal, en condiciones adecuadas, al reparase el dafio celular sufrido. Por
lo tanto, las capacidades originales de la célula se recuperaran tras un periodo de
reanimacion en ausencia de los agentes inhibidores. Sin embargo, debido a la
presencia en el medio de material genético provenientes de células muertas, o a la
variacion del perfil proteico de las células supervivientes, puede haber una
resistencia posterior a la inactivacion por agentes que normalmente son
inhibidores, un cambio en la virulencia de un patégeno o una adquisiciéon de nuevas
caracteristicas. Todo ello obliga a la evaluacion de los riegos potenciales que
implica el uso de la técnica de los PEAL

Por todo ello, la presente tesis doctoral trata de cuantificar mediante modelos
matematicos la influencia de los factores de proceso (£, f) y ambientales
(temperatura) mas importantes en la inactivacion tanto de microorganismos como
de enzimas y en la degradacion de determinados parametros nutritivos. Del mismo
modo, se realiza una primera aproximacion al efecto de la tecnologia sobre la
formacion de células de microorganismos subletalmente dafiadas y la posibilidad
de las mismas para dar lugar a la formacion de electrotransformantes y/o
modificaciones proteicas que puedan conllevar cambios de virulencia o adquisicién

de nuevas caracteristicas y que supongan por tanto un riesgo microbioldgico.



ANTECEDENTES




Antecedentes

1.1 TECNOLOGIAS NO TERMICAS DE CONSERVACION DE
ALIMENTOS.

La innovacién tecnoldgica en la industria alimentaria ha proporcionado las
herramientas necesarias para satisfacer las demandas del consumidor de alimentos
seguros desde el punto de vista microbioldgico, con una elevada calidad y
disponibilidad nutricional. Las principales lineas de investigacion en conservacion
de alimentos serian: 1) mejora del tratamiento térmico, tanto de aplicacion directa
(HTST o LTLT+envasado aséptico) como indirecta de calor (microondas,
calentamiento 6hmico, infrarrojos, entre otras); 2) desarrollo de la tecnologia del
envasado (envasado en atmosferas modificadas y envasado activo); 3) Aplicacion
de antimicrobianos; 4) desarrollo de tecnologias no térmicas.

Tradicionalmente, la mayoria de alimentos conservados son procesados
térmicamente sometiendo al alimento a temperaturas entre 60° y 100°C durante
pocos segundos. Durante este periodo, se transfiere una gran cantidad de energia al
alimento. Esta energia puede provocar reacciones indeseables en el alimento,
acarreando cambios no deseados o formacion de subproductos. Se definen
tecnologias no térmicas de conservacion de alimentos aquellas que la aplicacion
del calor no es el principal factor que produce la estabilizacion del alimento. La
ventaja que presentan estas tecnologias frente a las térmicas es su menor impacto
en la calidad del alimento. Las tecnologias no térmicas en estado de desarrollo mas
avanzado son: altas presiones hidrostaticas, irradiacion, pulsos eléctricos de alta
intensidad, pulsos luminicos, radiaciéon por ultravioleta y ultrasonidos. No todas
estan en la misma fase de desarrollo, siendo las altas presiones y la irradiacion las
tecnologias mas usadas en productos comerciales.

Cada una de las tecnologias no térmicas tiene aplicaciones especificas en
términos de los tipos de alimentos que pueden ser procesados. Por ejemplo, la alta
presion, los campos magnéticos oscilantes, los antimicrobianos, los pulsos

luminicos y la tecnologia de barreras se pueden utilizar tanto en alimentos liquidos
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como solidos, mientras que los pulsos eléctricos de alta intensidad es mas facil
aplicarlos en alimentos liquidos y la irradiacion es eficaz para alimentos solidos.
Asimismo, los pulsos luminicos son mas eficaces para la pasteurizacion de
superficies. Ademas, los pulsos luminicos, la irradiacion, los campos magnéticos y
las altas presiones hidrostaticas se pueden utilizar para procesar alimentos
preenvasados, reduciendo el riesgo de contaminacidbn por contacto o
postprocesado. Por tanto, las tecnologias no térmicas no se pueden aplicar al
procesado de toda clase de alimentos. Cada tecnologia no térmica posee sus
ventajas y limitaciones. En algunos casos, por ejemplo, en la inactivacién de
esporas, es necesario utilizar un planteamiento de métodos combinados.

Entre todas las tecnologias emergentes no térmicas, los pulsos eléctricos de
alta intensidad (PEAI) es una de las tecnologias mas atractivas debido a su corto
tiempo de tratamiento y reduccion de los efectos de calentamiento con respecto a
otras tecnologias. La tecnologia de los PEAI permite la inactivacion de células
vegetativas de bacterias y levaduras en diversos alimentos. Debido a que se ha
comprobado la resistencia de las esporas bacterianas a los PEAI las aplicaciones
de esta tecnologia se centran principalmente en microorganismos patdégenos y
alteradores, especialmente en alimentos acidos.

La mayoria de las técnicas de conservacion de alimentos estan basadas en el
retraso o prevencion del crecimiento microbiano, utilizando factores que mas
influyen en el crecimiento y supervivencia de los microorganismos. La utilizacion
de una combinacion de factores de inhibicion puede presentar ventajas
principalmente porque permite el uso menos extremo de un unico tratamiento. Los
PEAI se pueden considerar como una barrera que combinada con factores
adicionales, tales como el pH, fuerza idnica, temperatura y agentes
antimicrobianos, se puede utilizar de forma efectiva en la conservacion de

alimentos.

- 10 -



Antecedentes

I1.2 PULSOS ELECTRICOS DE ALTA INTENSIDAD.
I1.2.1 Aspectos tecnoldgicos.

El procesado por PEAI consiste en la aplicacion de pulsos eléctricos de corta
duracion (1- 10 ps) e intensidades de campo altas (15-40 kV/cm) a alimentos
situados entre dos electrodos uno de los cuales estd conectado a tierra y el otro a
una tension alta, produciéndose un campo eléctrico en el espacio comprendido
entre ellos. Basicamente, un equipo de PEAI consta de un generador de pulsos, una
camara de tratamiento, un sistema de impulsion del alimento y equipos de control
del tratamiento. A su vez, el generador de pulsos esta compuesto por tres
secciones: generacion de corriente continua al voltaje requerido a través de un
generador de energia, almacenamiento de energia eléctrica mediante uno o varios
condensadores y unos componentes que libera la energia en forma de pulso con las
caracteristicas deseadas mediante una combinacion de condensadores, resistencias

e interruptores, llamada “Pulse-Forming Network (PFN)“ (Figura IL.1).

L1 L2 Li

® LT T T
Us C1 c2 Ci
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I

Figura II.1 Esquema basico eléctrico de un equipo de pulsos eléctricos de alta intensidad
compuesto por un generador (Ug), una serie de inductancias (L;), una serie de

condensadores (C;), un interruptor (SW) y una resistencia (Ry).

GENERADOR DE ENERGIA

El generador de energia es el encargado de suministrar la energia eléctrica (W)

a un voltaje seleccionado (U,). Para ello transforma la corriente alterna de la red en
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corriente continua con la que se carga el condensador. Los parametros que
caracterizan al generador son la intensidad de la corriente eléctrica producida y la
maxima diferencia de potencial a la que es capaz de cargar el condensador. La
diferencia de potencial junto con la resistencia de la camara de tratamiento,

determinan la intensidad méaxima del campo eléctrico que es posible alcanzar.

SERIE DE CONDENSADORES. INDUCTANCIAS Y RESISTENCIAS

Los condensadores colocados en paralelo son los componentes encargados de
almacenar la energia eléctrica (W) que se va a descargar a través del interruptor.
Las caracteristicas mas importantes del condensador son la diferencia de potencial
maxima de trabajo y su capacidad de almacenamiento. Los inductores son los
componentes encargados de almacenar temporalmente la energia magnética
mientras que las resistencias son los encargados de disipar la energia, siendo
principalmente las camaras de tratamiento. Dependiendo del tipo de pulso, el
esquema eléctrico o PFN que lo genera es diferente (Figura II.1), siendo el PFN de

los pulsos cuadrados bipolares el mas complejo (De Haan y Willcock, 2002).

INTERRUPTORES

Los interruptores son los componentes encargados de comunicar la energia a
los electrodos que configuran la cémara de tratamiento. Las principales
caracteristicas que definen un interruptor son su velocidad de apertura y de cierre,
la maxima intensidad de corriente que puede atravesarlo, el maximo voltaje al que
puede trabajar y la frecuencia a la que pueden aplicarse los pulsos. Ademas
controla la frecuencia, la duracion y forma del pulso. El interruptor debe resistir el
maximo voltaje presente en los condensadores asi como transferir una corriente
eléctrica con una intensidad de corriente /,,,, debida a la resistividad que presenta el

alimento.
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CAMARAS DE TRATAMIENTO

Constan de dos electrodos, uno conectado al condensador a través del
interruptor y el otro conectado a tierra, separados por un aislante (1-50mm),
formando un recinto donde se sitia el alimento. El disefio de los diferentes
componentes de la camara es fundamental para el disefio del resto del equipo y es
un parametro importante en la inactivacion microbiana, debiendo tener ciertas
especificaciones:

1. La camara de tratamiento debe soportar intensidades de corrientes altas.

2. La distribucion del campo eléctrico en la camara debe ser lo mas uniforme
posible.

3. No debe haber zonas del alimento sin que reciba tratamiento.

4. Debe evitarse en lo posible la ruptura dieléctrica ya que provoca una no
uniformidad del tratamiento y un sobrecalentamiento del alimento. La ruptura
puede producirse por un incremento del campo localizado en un electrodo o por la
presencia de burbujas de gas en el alimento.

5. Los materiales deben minimizar fenémenos electroquimicos en los
electrodos.

Uno de los factores a tener en cuenta en las camaras de tratamiento es el
material tanto de los electrodos como del aislante. Estos materiales no deben
interaccionar con el alimento y deben poder limpiarse y esterilizarse (Zhang y col.,
1995). Se consideran al acero inoxidable, al titanio y al grafito como los materiales
mas adecuados para los electrodos, y las ceramicas o los polimeros plasticos para el
aislante. El tratamiento por PEAI produce una migracion de iones de los electrodos
hacia el alimento (Evrendilek y col., 2004; Roodenburg y col., 2005 (a y b)).
Roodemburg y col., (2005b) observaron, que a pesar de realizar varios tratamientos
en la misma muestra de zumo de naranja, las concentraciones de metales migrados
al zumo eran muy inferiores a la concentracion maxima permitida para zumos de

frutas y agua potable. La migraciéon de metales de los electrodos al alimento
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depende tanto del material y forma del electrodo, como del tipo y caracteristicas
del producto a tratar.

Segun el régimen de trabajo, las camaras pueden aplicar tratamientos estaticos
o continuos, siendo estas ultimas las mas indicadas para equipos de conservacion

de alimentos.

(a)

(c

Figura I1.2 Diferentes disefios de camaras de tratamiento: (a) Placas paralelas; (b) coaxial;
y (c) cofield.

Los disefios de camaras de tratamiento mas usuales son: placas paralelas,
cilindros coaxiales y camaras co-field (Figura II.2) (Barbosa-Canovas y col.,
(1999)). Las camaras de placas paralelas se usan principalmente en equipos de
tratamiento no continuos. Se caracterizan principalmente porque genera
intensidades de campo uniformes en toda la camara. En las camaras coaxiales, el
alimento fluye entre dos electrodos cilindricos situados concéntricamente. Debido a
su geometria, la intensidad de campo no es uniforme en el espacio situado entre
ambos electrodos. Las camaras del tipo cofield se caracterizan porque el alimento
fluye a través de un tubo formado por dos electrodos perforados conectados por un

tubo de aislante, de modo que el alimento fluye en el mismo sentido que las lineas
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de campo eléctrico originado. Sin embargo, tanto las cdmaras colineales (co-field)
y coaxiales, aunque pueden presentar problemas de uniformidad del campo, son
mas adecuadas para el tratamiento del alimento en continuo.

Una estrategia utilizada en los equipos a escala piloto para aumentar la
efectividad del tratamiento en sistemas en continuo ha sido la colocacion de
camaras de tratamiento en serie con refrigeracion entre ellas para controlar la

temperatura.

SISTEMA DE REGISTRO DE DATOS.

El equipo debe de disponer de un sistema que registre los parametros del
proceso tales como la forma del pulso, el nimero de pulsos, el voltaje aplicado, la
intensidad de corriente que circula a través de la camara de tratamiento, la
temperatura de tratamiento y el caudal del producto a tratar en el caso de un
proceso en continuo.

Para el registro de los parametros eléctricos las sondas se conectan a un
osciloscopio, que se usa principalmente para comprobar los valores reales de

dichos parametros.

I1.2.2 Factores determinan la inactivacion por PEAL

Los estudios realizados de inactivacion de microorganismos y enzimas por
PEAI han mostrado que el nivel de inactivacion conseguido depende de una serie
de parametros propios de la tecnologia, de la naturaleza del producto a tratar y del
enzima o microorganismo de referencia.
11.2.2.1 Factores técnicos.

INTENSIDAD DE CAMPO ELECTRICO

La intensidad del campo eléctrico aplicada (E) se define como el cociente de la
diferencia de potencial existente entre dos electrodos y la distancia entre los

mismos:
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E=— (Ec.Il.1a)

siendo E la intensidad de campo eléctrico (V/m); V, la diferencia de potencial (V);
y d, la distancia entre los electrodos (m).

Sin embargo, el céalculo de la intensidad de campo depende del tipo de camara
de tratamiento, siendo la ecuacion Il.1a valida para camaras de placas paralelas.
Para camaras del tipo colineal o coaxial, donde los electrodos no estan paralelos, el
calculo de la intensidad del campo eléctrico es mas complejo. En el caso de las

camaras coaxiales, la intensidad se determinaria mediante la siguiente ecuacion:
14
= m (Ec.IL.1b)
donde E es la intensidad de campo eléctrico, V' es el voltaje aplicado, » es el radio
del punto donde se determina el campo eléctrico, R; y R, son los radios de las
superficies de los electrodos.

Numerosos estudios han mostrado que al aumentar la intensidad de campo
aumenta la inactivaciéon microbiologica o enzimatica, observando algunos autores,
un incremento exponencial de la inactivacion para un mismo tiempo de tratamiento
(Grahl y Markl, 1996; Hiilsheger y col., 1981; Pothakamury y col., 1996; Qin y col.
1995). Sin embargo, también se ha observado la necesidad de exceder de un valor
de intensidad de campo (intensidad de campo critica (E.)) para obtener
inactivaciones significativas. Este valor estd comprendido entre 4 y 14 kV/cm,
depende de la geometria de la camara de tratamiento, del tipo de pulso, del medio
de tratamiento y del microorganismo, especialmente su tamafio y forma (Castro y
col., 1993). Algunos autores sugieren la existencia de una intensidad de campo
maximo a partir del cual un aumento de éste no implica un aumento significativo

de la inactivacion.
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Figura I1.3. Pulso de caida exponencial y pulso cuadrado.

FORMA DE PULSO

Los tipos de forma mas habituales de los pulsos son los pulsos cuadrados y los
de caida exponencial (figura I1.3). El tipo de pulso depende de la configuracion de
los condensadores, de las resistencias y del tipo de interruptores.

El pulso del tipo de caida exponencial alcanza rapidamente el potencial
maximo disminuyendo gradualmente hasta alcanzar un potencial igual a 0. En el
caso de los pulsos de onda cuadrada, al inicio se incrementa rapidamente el
potencial hasta el voltaje de trabajo, manteniéndose dicho potencial durante un
periodo de tiempo, para a continuacion disminuir rapidamente hasta un potencial 0.

Los pulsos de caida exponencial presentan una desventaja frente a los pulsos
cuadrados. Mientras que estos ultimos toda la energia utilizada se aplica al maximo
voltaje de trabajo, en los de caida exponencial, una vez alcanzado el maximo
voltaje, éste va disminuyendo paulatinamente, por lo que parte de la energia
eléctrica no tiene efectos beneficiosos, contribuyendo solo a calentar al alimento.
Esta menor exposicion del producto al maximo voltaje en los pulsos de caida
exponencial se refleja en una menor eficacia en la inactivacion microbiologica
(Amiali y col., 2006; Jeyamkondan y col., 1999; Pothakamury y col., 1996; Qin y
col., 1994; Zhang y col., 1994a).

Tanto los pulsos cuadrados como los de caida exponencial pueden ser
monopolares, si todas los pulsos son del mismo signo, o bipolares, si los pulsos

cambian alternativamente de signo (Figura I1.4). EI cambio de polaridad del pulso
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provoca un cambio en la orientacion de las moléculas cargadas de la célula (Ho y
col., 1995; Qin y col.,, 1994) y por tanto un estrés mayor en la membrana
plasmatica. La aplicacion de ondas bipolares produce una mayor inactivacion (Ho
y col. 1995; Qin y col. 1994; Zhang y col. 1995) y minimizan la acumulacién en
los electrodos de componentes del medio de tratamiento. El depdsito de impurezas
produce una falta de heterogeneidad del tratamiento en toda la camara,
facilitindose la ruptura dieléctrica del alimento a valores de intensidades de campo
inferiores a las calculadas tedricamente. Sin embargo, como desventaja, las ondas
bipolares requieren de generadores de pulsos mas complejos y costosos (Zhang y

col. 1995).

¥

Figura I1.4. Pulsos cuadrados bipolares.

Un caso especial de los pulsos bipolares, son los pulsos del tipo “instant-
charge-reversal”. Este tipo de pulsos se diferencian de los bipolares en la ausencia
de un “tiempo de relajacion” entre los pulsos de diferente carga. Los resultados no

son concluyentes respecto a su efectividad frente a otros tipos de pulsos.
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ANCHURA DE PULSO

Dependiendo del tipo de onda del pulso, la complejidad del calculo de la
anchura del pulso es diferente. En el caso de los pulsos cuadrados, la anchura del
pulso corresponde con la duracion del pulso. Sin embargo, en los pulsos de la caida
exponencial, al variar el voltaje con la duracion del pulso, se define la anchura del
pulso como el tiempo durante el cual el voltaje es superior al 37% del valor
maximo alcanzado en la descarga (Zhang y col., 1995). Ademas en este tipo de
pulsos, la anchura del pulso es dependiente de la resistencia de la cdmara de
tratamiento, dificultando el calculo del tiempo total de tratamiento.

El efecto del ancho del pulso en la inactivacion microbioldgica no esté claro.
Algunos autores observaron un aumento de la inactivacién microbiolégica (Abram
y col., 2003; Aronsson y col., 2001; Wouters y col. 1999) y enzimatica (Elez
Martinez y col., 2003a y b; Giner y col.,, 2001 y 2002; Marsellés-Fontanet y
Martin-Belloso, 2007) al aumentar el ancho del pulso, observando ademas que este
efecto disminuia al aumentar la intensidad de campo eléctrico (Wouters y col.,
1999). Sin embargo otros autores (Mafias y col. 2001; Raso y col., 2000; Sampedro
y col., 2006) observan que la inactivacion es independiente de la anchura del pulso.
Estas discrepancias pueden ser debidas al uso por parte de los diferentes grupos de
trabajo de diferentes tipos de pulsos y camaras de tratamiento.

Por otra parte, aunque no es concluyente el efecto del cambio del ancho del
pulso en los microorganismos, la aplicacion de pulsos con un ancho menor evitan
el calentamiento excesivo de la muestra y reducen el posible paso de material del
electrodo al medio de tratamiento o la posible formacion de compuestos quimicos
toxicos (Lubicki y Jayaram, 1997; Mizumo y Hori, 1988; Sale y Hamilton, 1967,
1968).

TIEMPO DE TRATAMIENTO

El tiempo de tratamiento (f) se calcula mediante el producto del niimero de

pulsos aplicados (n) por la anchura de cada pulso (7):
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t=nrt (Ec. 11.2)

Esta ampliamente comprobado que un aumento del tiempo de tratamiento
implica un aumento de la inactivaciéon microbiana y enzimatica. Sin embargo este
aumento de la inactivacion no es constante. Existen numerosos estudios que
muestran presencias de hombros (tiempos de tratamiento en los cuales no se
producen inactivaciones significativas) y/o colas (tiempos de tratamiento a partir de
los cuales un aumento del mismo no produce un aumento significativo de la
inactivacion) en las curvas de inactivacion por PEAI de microorganismos o

enzimas (Rodrigo y col. 2001, 2003 (a,b,c); Sampedro y col. 2006a)

ENERGIA DEL PULSO

Un parametro a tener en cuenta en todo proceso industrial es la energia
consumida durante dicho proceso.

En la tecnologia de los PEAI, la energia eléctrica tedrica aplicada por pulso
(0) (J) se puede calcular a partir de las siguientes ecuaciones dependiendo de la

forma del pulso:

1V’

Onda de caida exponencial 0= E RT (Ec. I1.3)
Vir

Onda cuadrada 0= 7 (Ec. 11.4)

siendo V' la diferencia de potencial entre los electrodos (V), t la amplitud de pulso
(s) y R la resistencia que ofrece la camara de tratamiento al paso de la corriente.
Por tanto, la energia eléctrica total aplicada durante un tratamiento de PEAI es
igual a la energia del pulso multiplicado por el nimero de pulsos.

La resistencia de la camara es directamente proporcional a la resistividad del
medio de tratamiento y a la distancia entre electrodos, e inversamente proporcional

al area de los mismos:
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R= % (Ec. IL5)

siendo R la resistencia de la camara de tratamiento (), p la resistividad del medio
(Qm), d la distancia entre electrodos (m) y 4 el area del electrodo (m?®). Teniendo
en cuenta que la resistividad es el valor inverso de la conductividad eléctrica (o),
Abram y col. (2003), Min y col. (2003a) y Pérez y Pilosof (2004), propusieron la
siguiente ecuacion para el calculo de la energia total tedrica aplicada sobre el

producto tras ser sometido a un tratamiento por PEAI:
Onda cuadrada O=E’ot (Ec. I1.6)

donde QO es la energia (J/L), E la intensidad de campo eléctrico (V/m), o la
conductividad del alimento (S/m) y ¢ el tiempo de tratamiento (s). Al depender la
conductividad eléctrica del alimento de la temperatura (Zhang y col., 1994b), si
durante el tratamiento varia la temperatura, se hace necesario considerar la
influencia que ejerce la temperatura en la conductividad, y por tanto en la energia
consumida debida al tratamiento.

Schoenbach y col. (1997) y Heinz y col. (1999, 2002) han observado que la
energia necesaria para obtener un mismo nivel de inactivacion de E. coli y B.
subtilis es menor al aumentar la intensidad de campo y al disminuir la amplitud del

pulso.

TEMPERATURA

La aplicacion de cualquier tratamiento por PEAI genera un calentamiento que
se transfiere al medio o alimento, incrementandose su temperatura. A esta
temperatura se le llama “temperatura maxima de tratamiento” o “temperatura de
salida”. Se ha comprobado ampliamente la capacidad de la tecnologia en inactivar

microorganismos a temperaturas no letales. Sin embargo, si para un mismo
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tratamiento (igual intensidad y tiempo de tratamiento), se aumenta la temperatura
del medio y por tanto la temperatura final tras el tratamiento, se incrementa la
inactivacion (Jayaram y col. 1992; Jeantet y col. 1999; Pothakamury y col. 1996;
Wouters y col. 1999). Multiples estudios han observado un efecto sinérgico de la
temperatura con los PEAI en la inactivacion de microorganismos y de enzimas
(Alvarez y col., 2006; Amiali y col., 2007; Dunn y Pearlman 1987; Hiilsheger y
col. 1981; Jayaram y col. 1992; Rodrigo y col. 2002; Sampedro y col. 2006a; Van
Loey y col. 2002). Este aumento de la inactivacion puede ser debido a un aumento
de la fluidez de los fosfolipidos de la membrana plasmatica, facilitindose la

formacion de poros.

11.2.2.2 Factores biologicos

La resistencia de los microorganismos al tratamiento depende en gran medida
de las caracteristicas intrinsecas de los microorganismos (tamafio y forma de las
células) y de su estado fisiologico. A pesar de que se han llevado a cabo numerosos
estudios (Alvarez y col. 2000; Hiilsheger y col. 1981; Pothakamury y col. 1996;
Qin y col. 1995; Sale y Hamilton 1967; Wouters y col. 1999; Zhang y col. 1995),
los resultados son contradictorios tanto del efecto del tamafio y forma de la célula

como de su estado fisiologico.

RESISTENCIA INTRINSECA DE LOS MICROORGANISMOS

La inactivacion microbioldgica por PEAI depende del tipo de microorganismo,
la especie y la cepa (Wouters y col., 1999). En general, como en el caso del
tratamiento térmico, se considera que las células vegetativas son mas sensibles que
las esporas bacterianas y las ascosporas (Grahl y Markl, 1996; Heesch y col., 2000;
Katsuki y col., 2000; Pagan y col., 1998; Raso y col., 1998). Las bacterias son mas
resistentes que las levaduras, siendo las Gram-positivas mas resistentes que las

Gram-negativas (Hiilsheger y col. 1981; Qin y col. 1995; Sale y Hamilton, 1967;
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Wouters y Smelt, 1997). Dentro de una misma especie microbiana, pueden existir
variaciones en la resistencia a los PEAI entre cepas (Cebrian, 2009; Lado y Yousef,
2003; Rodriguez-Calleja y col., 2006; Somolinos y col., 2008). Debido a la
incapacidad de la tecnologia de los PEAI para inactivar por si mismas esporas
bacterianas (Heesch y col., 2000; Katsuki y col., 2000), la aplicacion de los PEAI
deberia enfocarse, en un principio, a una sustitucion de los tratamientos térmicos de
pasteurizacion.

Hay estudios contradictorios sobre el efecto del tamafio de la célula en la
inactivacion por PEAIL Mientras que tradicionalmente se ha pensado que a mayor
tamafo de la célula menor resistencia (Hiilsheger y col. 1983; Zimmermann y col.
1974), de ahi la mayor sensibilidad de las levaduras, estudios mas recientes han
mostrado (Heinz y col. 2002) que la estructura y grosor de las membranas celulares
(caracteristicas diferenciadoras entre Gram positivo y Gram negativo) y la forma

de las células también son factores a considerar.

FASE DE CRECIMIENTO

Por regla general, las células en fase exponencial de crecimiento son mas
sensibles a los PEAI que las células en fase estacionaria (Alvarez y col., 2000;
Gaskova y col. 1996; Hiilsheger y col. 1983; Pothakamury y col., 1996; Rodrigo y
col. 2003; Wouters y col., 1999). Esta mayor sensibilidad puede ser debido a una
mayor inestabilidad electromecénica de la membrana consecuencia de la continua
division celular que ocurre en esta fase de crecimiento o a un mayor tamafio de las

células (Jacob y col. 1981).

CONCENTRACION CELULAR

Existen estudios contradictorios sobre el efecto de la concentracidn inicial de
microorganismos en la inactivacion de los mismos. Hiilsheger y Niemmann (1980)

y Barbosa-Céanovas y col. (1999) han observado una influencia de la concentracion
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inicial en la inactivacion, mientras que otros estudios no lo han observado (Alvarez

y col., 2000; Zhang y col., 1995).

11.2.2.3 Factores relacionados con el producto.

La composicion del alimento o del medio de tratamiento tiene una influencia
importante en la efectividad de los PEAI desde el punto de vista de inactivacion
microbiologica. Los factores relacionados con la composicion de los alimentos se
pueden dividir en: (i) aquellos que, aunque no estan relacionados directamente con
el proceso de inactivacion por PEAI, influyen en el mismo (efecto sinérgico o
efecto acumulativo) debido a sus propiedades antibacterianas (pH, presencia de
bactericidas); (ii) aquellas caracteristicas del producto que estan relacionados
directamente en el proceso de inactivacion (fuerza ionica, fuerza dieléctrica y
conductividad idnica).

Los estudios del efecto de uno de estos factores en la inactivacion por PEAI
son complejos ya que generalmente, la modificacion de uno de ellos puede afectar
a otro que esté relacionado con la capacidad de inactivacion.

En general, al igual que ocurria con los factores bioldgicos, la influencia de
estos factores en la inactivacion microbioldgica no estd clara por lo contradictorio

de los resultados publicados.

pH

Numerosos trabajos publicados (Vega-Mercado y col. (1996b), Dunne y col.
(1996) y Garcia y col. (2005)) han puesto de manifiesto que una disminucion del
pH incrementa la inactivacion de microorganismos, variando el incremento en

funcion de la especie (Wouters y col., 2001).
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ACTIVIDAD DE AGUA

Existen pocos estudios respecto al efecto de la actividad de agua en la
inactivacion de microorganismos por PEAI. Los resultados existentes indican que
en medios con actividad de agua baja, los microorganismos son mas resistentes a

los pulsos eléctricos (Alvarez y col., 2000, 2002, 2003a; Somolinos y col., 2008).

FUERZA IONICA / CONDUCTIVIDAD

Probablemente la fuerza idnica, y por tanto la conductividad eléctrica, sea el
factor que mas influya en el proceso. Como la conductividad define la resistencia
de las camaras de tratamiento, al disminuir la conductividad se reduce el
incremento de la temperatura y la energia aplicada, incrementdndose asi la energia
de campo eléctrico y la efectividad. Sin embargo hay que tener en cuenta que se
requiere una cantidad minima de iones para establecer el potencial transmembrana
(Hiilsheger y col. 1981; Jayaram y col. 1993; Vega-Mercado y col. 1996b). La
conductividad eléctrica se ve influenciada por la temperatura. Un incremento de la
temperatura produce un aumento en la movilidad de los iones y por tanto un

aumento de la conductividad (Heinz y col. 2002).

FUERZA DIELECTRICA

Se define la fuerza dieléctrica como el maximo campo eléctrico que puede
soportar un medio sin que se produzca la ruptura dieléctrica. La ruptura dieléctrica
es un fenémeno negativo en el proceso de PEAI Este fendmeno se produce cuando
una descarga descontrolada de corriente eléctrica recorre el alimento produciendo
un aumento de la temperatura dafiando al alimento y al equipo. La presencia de
burbujas y particulas en suspension en alimentos son las causas mas frecuentes de
ruptura dieléctrica, ya que presentan fuerzas dieléctricas diferentes al resto del
alimento, y por tanto limitan la intensidad del tratamiento. La intensidad de campo

eléctrico adecuado para el tratamiento de un alimento debe ser lo suficientemente
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alto para alcanzar una inactivacion adecuada pero sin que se produzca la ruptura

dieléctrica (Lindgren, 2001).

GRASAS Y PROTEINAS

Existen numerosos estudios que describen la menor inactivacion de
microorganismos suspendidos en alimentos complejos frente a aquellos
suspendidos en medios de referencia (Grahl y Mérkl, 1996; Ho y col. 1995; Martin
y col. 1997; Pina y col. 2007; Zhang y col. 1994a). La presencia de grasas y
proteinas, en definitiva, una mayor complejidad del alimento, tiene un efecto
protector de los microorganismos frente a los PEAI (Sampedro y col. 2006). Sin
embargo, debido a lo contradictorio de los resultados, se requiere de una mayor
profundidad del estudio del efecto de estas moléculas en el tratamiento por PEAI

(Maifias y col. 2001).

11.2.3 Inactivacion microbioldgica por PEAI
11.2.3.1 Mecanismo de inactivacion.

Es bien conocido que la aplicacion de un campo eléctrico lo suficientemente
grande a una célula produce una permeabilizacion reversible de su membrana
celular. A este fenomeno se le denomina “electroporacion”, y es ampliamente
usado en el ambito de la biotecnologia ya que permite la introduccion de diversas
sustancias (ADN o proteinas) en células vivas. De igual modo, es usado como
método para la extraccion de constituyentes intracelulares.

Diversos estudios han establecido una correlacion entre la electroporacion y la
inactivacion microbiana (Heinz y col. 2002: Wouters y col. 2001).

Sale y Hamilton (1968) y Zimmerman (1986) proponen la teoria de la “ruptura
dieléctrica”, donde la membrana celular se compara con un condensador en cuyo
interior hay un material con una constante dieléctrica baja en comparacion con el

interior y el exterior de la célula. Esta diferencia de constantes produciria una
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acumulacion de cargas de signo contrario en ambos lados de la membrana
generandose un potencial de transmembrana. Esta teoria asume que la aplicacion
de un campo eléctrico externo produce un aumento del numero de cargas a ambos
lados de la membrana y por tanto un aumento del potencial de transmembrana
proporcional al aumento de la intensidad de campo aplicado. La atraccion de las
cargas de diferente signo a ambos lados de la membrana como consecuencia de la
aplicacion del campo eléctrico produce una compresion de la membrana, siendo
mayor la compresion cuanto menor sea el grosor de la membrana. Una fuerza
viscoelastica se opone a la compresion de la membrana, produciéndose una ruptura
localizada (poro) cuyo la fuerza de la segunda es superior a la primera. El nimero y
tamafo de los poros formados depende de la intensidad del campo eléctrico y del
tiempo de tratamiento. Al valor de la intensidad de campo a partir del cual se
forman poros se le denomina intensidad de campo eléctrico critico (E.).

La permeabilizacion puede ser reversible o irreversible dependiendo del
tamafio y nimero de poros. Cuando cesan las condiciones de tratamiento que
producen los poros y éstos se cierran, se ha producido una permeabilizacion
reversible, mientras que es irreversible en el caso de que la membrana no vuelva a
la configuracion inicial sin poros. La inactivacion celular ocurre por el incremento
de la permeabilidad de la membrana que posibilita el intercambio molecular entre

la célula y el medio, causando un desequilibrio osmotico.

11.2.3.2 Daiio celular producido por el tratamiento

Cuando una cé€lula se somete a un estrés (pH, calor, alteas presiones, pulsos
eléctricos,...) se puede comportar de dos formas diferentes, o sobrevive o muere
(efecto de “todo o nada”). Sin embargo es bien conocido que en la poblacion de
células supervivientes, puede haber una fraccion que hayan sufrido un dafio pero
que en condiciones Optimas se recuperen totalmente. A este dafio se le denomina

“dafio subletal”. La capacidad de recuperacion del dafio de una célula cuyo es
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sometida a un estrés es un factor importante a considerar cuando se estudia un
proceso de conservacion de alimentos, concretamente en la aplicacion de la
“tecnologia de barreras”. Es de especial gravedad la posibilidad de recuperacion de
especies patogenas psicrofilas, como es el caso de la L. monocytogenes, durante el
almacenamiento refrigerado. Se han realizado numerosos estudios sobre si la
inactivacion microbiologica por PEAI sigue un comportamiento de “todo o nada”.
Para estudiar la existencia de células dafiadas y su posible recuperacion se han
llevado a cabo principalmente dos tipos de estudios: (i) recuento comparativo en
dos medios de siembra, uno selectivo (células vivas no dafiadas) y otro no selectivo
(células vivas), de muestras tratadas; (ii) estudio de las curvas de crecimiento de los
microorganismos tras ser tratados.

A pesar de la inicial controversia de la existencia o no de dafio subletal en
microorganismos tratados por PEAI, estudios recientes han demostrado Ila
existencia del mismo (Arroyo y col., 2010; Pina-Pérez y col., 2009; Saldana y col.,
2010; Somolinos y col., 2010). Parece ser que en los estudios donde se observa
dafio subletal, éste depende del tipo de microorganismos, de las condiciones de
tratamiento y de las propiedades del medio (Garcia y col. 2003; Picart y col. 2002;
Saldana y col. 2009; Wouters y col. 2001;). La mayoria de los estudios cuantifican
el dafio subletal mediante la doble siembra (Pina-Pérez y col., 2009; Saldana y col.,
2009; Saldana y col.,, 2010). Selma y col. (2003) estudiaron las curvas de
crecimiento de E. aerogemes en horchata estéril tras ser tratada por PEAI y
almacenada a diferentes temperaturas. Mientras que el “ratio de crecimiento” de las
curvas no variaba, la fase lag de las curvas de crecimiento de las células tratadas
era superior que la de las células sin tratar. El aumento de la fase lag puede indicar
una reparacion y un periodo de adaptacion de las células y por tanto indicativo de
presencia de células dafiadas. No obstante, otras técnicas, como el uso de iodidio de
propidio (Jaeger y col., 2010a; Somolinos y col., 2010), la citometria de flujo
(Jaeger y col.,, 2010a) y los estudios de protedomica (Cebrian y col., 2009;
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Somolinos y col., 2010) se estan utilizyo para evaluar y estudiar el dafio provocado

en las células al ser tratadas por PEAL

11.2.4 Inactivacion enzimatica por PEAI

La destruccion de enzimas que afectan negativamente a la calidad de los
alimentos es un factor a tener en cuenta en la conservacion de los alimentos. Los
estudios de inactivacion microbiolégica por PEAI centraron en un principio la
mayor parte de los esfuerzos de los grupos de trabajo. Sin embargo, en los Gltimos
afios, viendo la viabilidad de la tecnologia de los pulsos en inactivar
microorganismos, han aumentado los trabajos que se centran en evaluar la
tecnologia desde el punto de vista de la calidad del producto tratado, siendo el
efecto sobre la actividad enzimatica uno de los factores mas estudiados tanto en
medios de referencia como en alimentos, principalmente en zumo de frutas y leche.
En general, la inactivacion enzimatica depende del tipo de enzima, del medio de
referencia o alimento y de las condiciones de tratamiento. Incluso en algunos casos,
el tratamiento por PEAI puede incrementar la actividad enzimatica (Bendicho y
col. 2001, 2002a; Giner y col., 2001, 2002; Vega-Mercado y col., 1995).

Al igual que en el tratamiento térmico, la resistencia de las enzimas al
tratamiento por pulsos eléctricos es superior que la resistencia de los
microorganismos, siendo beneficioso en aquellos alimentos donde se requiera la
actuacion de las enzimas para obtener el producto final.

Aunque el mecanismo de inactivacion enzimatica por PEAI no esta dilucidado
completamente (Giner y col. 2001), parece ser que las enzimas tratadas por PEAI
pueden presentar una desnaturalizaciéon y desdoblamiento de la estructura de la
proteina, una rotura de los enlaces covalentes, y reacciones redox entre los grupos
sulfuro y los enlaces disulfuro (Barsotti y Cheftel, 1999). Castro (1994) y Vega-
Mercado (1995) sugieren que cambios en la conformacion en la estructura de la

enzima son los responsables de la pérdida de actividad. Por tanto la sensibilidad al
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tratamiento entre las distintas enzimas se puede deber a la diferencia en su
estructura molecular (Giner y col. 2002).

Se han realizado estudios de inactivacion enzimatica por PEAI de pectin-
metilesterasas (Giner y col. 2005; Riener y col., 2009b; Rodrigo y col. 2001;
Salvia-Trujillo y col., 2011; Timmermans y col., 2011; Van Loey y col. 2002),
polifenol-oxidasas (Giner y col. 2001, Giner y col. 2002; Meneses y col., 2011),
peroxidasas (Chen y col.,, 2011; Jaeger y col., 2010b; Yang y col. 2004),
poligalacturonasas (Salvia-Trujillo y col., 2011), fosfatasa alcalina (Jaeger y col.,
2010b; Riener y col., 2009a; Van Loey y col. 2002), proteasas (Bendicho y col.
2001; Riener y col., 2009a; Vega-Mercado y col., 2001), lipasas (Bendicho y col.
2001, 2002a; Riener y col., 2009a) y lipoxigenasas (Chen y col., 2011; Xiu y col.,
2010) tanto en medios de referencia como en alimentos. Diferentes estudios
muestran que el origen (tomate, naranja, zanahoria y banana) de la enzima (PME)
influye en la inactivacion alcanzada (Elez-Martinez y col. 2007), incluso también
la variedad (Clementina, Ortanique y Valencia Late) de una misma fruta
(Sentandreu y col. 2006).

Se ha verificado que la combinacion de pulsos eléctricos de alta intensidad y
temperaturas suaves es una estrategia valida para incrementar la efectividad del
tratamiento sin una pérdida destacable de la calidad del alimento tratado (Kanbiz y

col., 2008; Riener y col., 2009b; Van Loey y col. 2002; Yeom y col., 2000).

11.2.5 Efecto de los PEF en componentes nutricionales

Un aspecto importante a tener en cuenta en la conservacion de alimentos,
debido a la exigencia de los consumidores de alimentos lo mas parecido a los
naturales y que tengan un alto poder nutritivo, es el estudio del efecto de las
tecnologias de conservacion sobre los nutrientes del alimento.

Los estudios realizados hasta el momento han mostrado la validez de esta

tecnologia desde el punto de vista de preservar los componentes nutricionales en
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mayor medida que las tecnologias de conservacion de alimentos basados en el
calor. Principalmente se han realizado estudios en leche y zumos de frutas,
cuantificando principalmente el efecto de los PEAI en vitaminas, carotenoides,
proteinas y actividad antioxidante (Barsotti y col. 2002; Bendicho y col. 2002b;
Evrendilek, 2000; Jeantet y col. 1999; Yeom y col. 2000b; Zulueta y col., 2010 a 'y
b) y recientemente se han llevado a cabo estudios del efecto de la tecnologia en
acidos grasos e isoflavonas en bebidas derivadas de la soja (Morales de la Pena y

col., 2010; Morales de la Pena y col., 2011).

I1.2.5.1 Vitaminas

Existen numerosos estudios de efectos de los PEAI en vitamina C en zumo de
naranja y derivados (Ayhan y col. 2001; Ke-Fang y col., 2009; Sanchez-Moreno y
col., 2005a; Torregrosa y col. 2006a). Las pérdidas varian entre un 0,2% y un 15%,
dependiendo de las condiciones de tratamiento (tipo y numero de pulsos,
temperatura de tratamiento y cantidad de oxigeno disuelto en el zumo). Torregrosa
y col. 2006a modelizaron las curvas de inactivacion por PEAI de vitamina C en
zumo de naranja-zanahoria (25-40 kV/cm; 30-340 ps), no apreciandose claramente
una relacion entre intensidad de campo eléctrico y la constante de degradacion de
vitamina C. Ademas de las menores pérdidas de vitamina C en zumo tratado por
PEAI que en el tratado térmicamente (Ayhan y col. 2001; Torregrosa y col. 2006a),
la evolucion de su contenido durante el almacenamiento también es mejor en el
zumo de naranja y naranja-zanahoria tratados por PEAI (Ayhan y col. 2001;
Torregrosa y col. 2006).

Bendicho y col. (2002b) procesaron por PEAI (18-27 kV/cm; 10-118 pulsos de
caida exponencial de 4 ps; y dos temperaturas de tratamiento comprendidas entre
20-25°C o 50-55°C) leche desnatada y SMUF enriquecidas con vitaminas
(riboflavina, tiamina, acido ascorbico y tocoferol). El acido ascorbico fue la tnica

vitamina que sufrié pérdidas, un 28 % en leche desnatada y un 39% en SMUF, para
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un tratamiento cercano a 500 J/ml. Por tanto, se observé un efecto protector de los

constituyentes de la leche en la destruccion del acido ascorbico.

11.2.5.2 Carotenoides.

Diversos estudios se han centrado en el efecto de los PEAI sobre los
carotenoides y vitamina A, también en zumo de naranja y derivados. Sanchez-
Moreno y col. (2005a) no observaron modificaciones significativas al tratar zumo
de naranja por PEAI (35 kV/cm; 750 ps) ni en el contenido individual o total de
carotenoides ni en el contenido de vitamina A. Sin embargo, Torregrosa y col.
(2006b) al tratar zumo de naranja-zanahoria por PEAI (25-40 kV/cm; 39-340 ps) o
térmicamente (98°C; 21 s), observaron que con ambas tecnologias el contenido en
vitamina A se modificaba, siendo mayor el contenido en el zumo tratado por PEAIL
Resultados similares se observaron al tratar por PEAI o calor la bebida mezcla de

zumo de naranja y leche (Zulueta y col., 2010a).

11.2.5.3 Proteinas.

El efecto de los PEAI en proteinas se ha estudiado principalmente en leche,
huevo y soja. Jeantet y col. (1999) y Fernandez-Diaz y col. (2000) no observaron
cambios permanentes en disoluciones de proteinas de huevo ultrafiltradas y de
ovalbiiminas respectivamente, al ser tratadas por PEAI En el caso de disoluciones
de B-lactoglobulina, mientras Pérez y Pilosof (2004) observaron cambios en ciertas
propiedades, como la temperatura de desnaturalizacion y el indice de
gelatinizacion, Barsotti y col. (2002) no observaron agregacion y desplegamiento
de la proteina al ser tratada. Yingqiu Li y col. (2007) al tratar proteinas aisladas de
soja (SPI), observaron que las propiedades de solubilidad, contenido en grupos
sulthidrilos libres (SHF) y reagregacion variaban en funcion de la intensidad de
campo y tiempos aplicados, observando también la no ausencia de modificaciones

significativas en la estructura secundaria de la proteina.
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11.2.5.4 Actividad Antioxidante

El efecto benéfico sobre la salud de las frutas y hortalizas se atribuye
principalmente a los polifenoles, la vitamina C, los carotenoides y la vitamina E,
por su accion antioxidante. Debido a la importancia de dicha accion en la salud, se
han estudiado el efecto de las tecnologias de conservacion en la actividad
antioxidante de los alimentos. Mientras Sanchez-Moreno y col. (2005a), Elez-
Martinez y col. (2007) observaron que la tecnologia de los PEAI no afectaba a la
actividad antioxidante del zumo de naranja y del gazpacho, Morales de la Pena y
col. (2010) observaron un descenso de la actividad antioxidante en una bebida
mezcla de zumo de frutas y leche de soja tratada por PEAI durante el

almacenamiento, siendo menor el descenso que el producto tratado térmicamente.

11.2.6 Modelos cinéticos de inactivacion

Los primeros estudios de cinéticas de inactivacion de microorganismos por
Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad aplicaron modelos cinéticos que se utilizaban
en conservacion por calor de alimentos.

Tradicionalmente la inactivacion térmica de microorganismos (tanto células
vegetativas como esporas) estaba considerada como un proceso que seguia una
cinética de primer orden. Cuando una suspension homogénea de bacterias se
somete a un tratamiento térmico a temperatura constante, éstas se inactivan a
velocidad constante. Es decir, el numero de células viables se reduce
exponencialmente con el tiempo de exposicion a una temperatura letal, ajustandose
los microorganismos supervivientes a una progresion geométrica (Periago, 1998).
Entonces, si se representa graficamente el logaritmo decimal del nimero de
microorganismos supervivientes frente a los tiempos de exposicion, se obtiene una
linea recta, conocida como “curva de supervivencia”. Existen diversas teorias que
intentan explicar el comportamiento logaritmico de la curva de supervivencia.

Segun Rahn (1929, 1945), la inactivacion tiene lugar a nivel molecular donde una
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bacteria se inactiva cuando una molécula esencial se desnaturaliza. A este enfoque
se le denomina “teoria mecanistica”. Por tanto la muerte se puede asemejar como
una reaccion quimica unimolecular o bimolecular de primer orden, expresandose la
muerte bacteriana de igual forma que las reacciones quimicas de primer orden:
—d—N =k'N (Ec. 11.7)
dt
Integrando la ecuacion anterior entre N, (concentracion inicial de bacterias) y
N (concentracion final de bacterias tras un tratamiento por PEAI) a tiempo ¢, y

sustituyendo D = k/2.3, se obtiene:

Log(S) = —é (Ec. 11.8)

donde S es la fraccion de supervivientes (N/N,) tras un tiempo ¢ de tratamiento y D
es el tiempo de reduccion decimal, que se define como el tiempo de tratamiento
requerido a una temperatura o intensidad de campo dados, para reducir una
poblacién bacteriana a la décima parte (Katzin y col., 1943).

Sin embargo, en estudios realizados en las tltimas décadas del siglo pasado se
observaron que la muerte de los microorganismos no seguia una relaciéon lineal con
el tiempo de exposicion, alejandose de la “teoria mecanistica”. Una de las teorias
que se han propuesto para explicar este alejamiento de la relacion lineal
muerte/tiempo de exposicion es la “teoria vitalistica”. Esta teoria propone que la no
linealidad de la curva de supervivencia es debido a una serie de reacciones
subyacentes que experimenta la célula o espora al factor letal (Yerson y col., 1996).
Ademas establece que no todas las células de una poblacion presentan la misma
resistencia a la inactivacion, existiendo asi una distribucion de tiempos de
inactivacion que puede ser descrita como una funcion de densidad (Van Boeckel,
2002).

Los primeros estudios de inactivacion microbioldgica por PEAI ajustaron las

curvas de supervivencia a modelos cinéticos de primer orden (Dunn y Pearlman,
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1987; Martin-Belloso y col. 1997; Qin y col. 1995; Raso y col. 1998; Vega-
Mercado y col. 1996a; Zhang y col. 1994b).

Hilsheger y Niemann (1980) desarrollaron el primer modelo cinético de
inactivacion para la tecnologia de los PEAI. Este modelo se basa en la existencia
de dos relaciones lineales, una entre el logaritmo natural de la fraccion de
supervivientes y el logaritmo del tiempo de tratamiento (Ecuacion 11.9), y la otra
entre el logaritmo natural de la fraccion de supervivientes y la intensidad de campo
eléctrico (Ecuacion 11.10).

Ln(S)=-b, -(Ln(t)—Ln(t,)) (Ec. 11.9)

Ln(S)=-b,(E-E,) (Ec. 11.10)

donde bz y b, son los coeficientes de regresion, E el campo eléctrico aplicado, t el
tiempo de tratamiento aplicado, Ec es el campo critico, el mayor de los campos
eléctricos para el cual el valor de la fraccion de supervivientes es 1, y #c es el
tiempo de tratamiento critico, a partir del cual la fraccion de supervivientes es
menor que 1 (figura 1.6). Los coeficientes de regresion representan la pendiente de

la recta y dependen del microorganismo y del medio de tratamiento.

Ec Intensidad de campo (kV/cm) te Ln (t)

N 1 T T T
\ \
\ \
\ \

Ln (5} Ln (3}

Figura IL.5. Representacion de curvas de supervivencia segiin el modelo de Hiilsheger.
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Una de las funciones de distribucién que mas se han utilizado para describir
las curvas de supervivencia de microorganismos es la distribucion de frecuencias
de Weibull. Esta distribucion se caracteriza por su simplicidad (el modelo se define
con dos parametros) y por su flexibilidad, ya que es capaz de interpretar curvas con
hombros, colas o lineas rectas. Este modelo ha sido ampliamente utilizado para
interpretar curvas de supervivencia de microorganismos tratados por calor, altas
presiones hidrostaticas, radiacion y PEAI, entre otras tecnologias. La funcion de
densidad en términos de inactivacion microbiana se representa de la siguiente

forma:

Ln(S) = —(ij (Ec.IL11)

a

donde @ y n son los parametros de escala y forma respectivamente, estando el
primero relacionado con la intensidad de tratamiento y el segundo con la forma de
la grafica de supervivencia. Cuando n<l las curvas de supervivencia presentan
colas, es decir, las células que quedan por inactivar tienen menos probabilidad de
morir, ya sea porque son mas resistentes o porque se han adaptado mejor al estrés.
Cuyo n>1, las curvas de supervivencia presentan hombros indicyo que las células
son cada vez mas sensibles, es decir, que existe un daflo acumulado. En el caso de
que n = 1, cada célula es igual de sensible al tratamiento (Van Boekel, 2002)
(Figura IL.11).

A partir de los parametros que definen el modelo de Weibull, se puede calcular

un parametro indicativo de la resistencia del microorganismo al tratamiento (7,,, ),

llamado tiempo medio critico (Peleg (1999)) y viene definido por la siguiente

ecuacion:

t,=a*T(1+n") (Ec.IL.12)

donde I es la “funcion gamma”.
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El modelo de Weibull ha sido aplicado para interpretar curvas de
supervivencia de microorganismos tratados por PEAI tanto en tampones como en
alimentos. San Martin y col. (2007), Gomez y col. (2005a y b), Alvarez y col.
(2003a, b, ¢ y d) y Rodrigo y col. (2001) observaron la idoneidad del modelo de
Weibull para explicar las curvas de inactivacion por PEAI de diversos
microorganismos (Listeria innocua y monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Salmonella enteritidis y Typhimurium, Escherichia coli coli y Lactobacillus
plantarum) en medios de referencia. Rodrigo y col. (2003a, b) y (2001), Sampedro
y col. (2006) y Pina y col. (2007) observaron que el modelo de Weibull era el que
mejor se ajustaba a las curvas de supervivencia de diversos microorganismos
(hongos y levaduras y mesoéfilos aerobios, E. coli y L. plantarum, Cronobacter
sakazaki) en diversos alimentos tratados por PEAI. Ademads, Rodrigo y col.
(2003a) desarrollaron un modelo matematico experimental que relacionaba el
logaritmo natural de la fraccion de supervivientes de E. coli con el tiempo de

tratamiento, intensidad de campo eléctrico y concentracion de zumo de zanahoria.

tiempo tratamiento

Ln (S)

Figura I1.6. Representacion de curvas de supervivencia segun el modelo de Weibull en

funcion del valor del parametro de forma (n).

-37 -



Antecedentes

Otros modelos que se han usado para explicar las curvas de supervivencia de
microorganismos o enzimas tratados por PEF o por otras tecnologias de
conservacion han sido la ecuacion de Fermi (Peleg, 1995 y Sensoy y col., 1997), el
modelo de Baranyi (Baranyi y col., 1993; Baranyi & Roberts, 1994) y el modelo
Log-logistico (Raso y col., 2000).

La ecuacion de Fermi viene definida por:

N 1
Ny Lrexp[(E-V,)/ k]

(Ec.IL13)

donde E es la intensidad del campo eléctrico aplicado (kV/cm), V. (kV/em) es el
valor critico de £ para el que se ha alcanzado un 50% de inactivacion, y £, es el
parametro que indica lo pronunciado que es la curva en V.. Un menor valor de &,
indica una alta sensibilidad a los PEAI. Tanto el valor de k., como de V. dependen
del niumero de pulsos o del tiempo de tratamiento (Gongora-Nieto y col. 2002a).

El modelo de Baranyi se desarrolld originalmente para explicar curvas de
crecimiento (Baranyi y col., 1993; Baranyi & Roberts, 1994), siendo adaptada por
Xiong y col. (1999) para explicar curvas de supervivencia, obteniendo la siguiente

ecuacion:

log,, [Nﬁ] =log, (¢ +(1—q, )eikmM(tiB(t))) (Ec.11.14)
0
donde
2
(r+—t)2 +4/3 arctanu +4/3 arctanL)

rt -t r3 V3 (Ec.IL.15)

Este modelo se adapta bien para curvas que presenten colas, hombros y curvas

B(t) = g(% In

con forma sigmoidal. El parametro qg es un indicador de la presencia de colas en
las curvas; kmax es el indice de maxima destruccion y es la constante que define la
fase lineal de la curva; B(t) es la funcion de la fase lag, que viene definida por el

parametro », que es el tiempo necesario para alcanzar la mitad de kmax.
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La ventaja de este modelo es su versatilidad para interpretar tanto a curvas no
sigmoidales, como a aquellas que solo presenten colas (qg = 0) (Ecuacion 11.16),
hombros o sean lineas rectas:

N t—B(1)
lo —_— = Ec.II.16
glo(Noj D (Ec )

min

donde Dmin = 2.303/kmax, siendo el tiempo minimo de reduccién decimal el
tiempo minimo requerido para reducir un ciclo logaritmico la poblacion
microbiologica.

El modelo Log-logistico viene definido por:

N (logSp—10gSy)
log (N_O) =logSo +— (4.A.(ts_£gt)) (Ec.IL17)

logSn—logSo
donde S es la fraccion de supervivientes inicial a tiempo 0, S, es la fraccion final
de supervivientes, A es la pendiente maxima, #; es el tiempo donde se alcanza la
maxima pendiente y ¢ es el tiempo de tratamiento.

Ademas de todos estos modelos, otros estudios han desarrollado modelos
empiricos. Alvarez y col. (2003d) desarrollaron un modelo empirico para las
curvas de supervivencia de E. coli para intensidades de campo comprendidas entre

22y 28 kV/cm.

11.2.7 Aplicaciones de la tecnologia de los PEAI

Principalmente, el estudio de la tecnologia de los Pulsos Eléctricos, se ha
centrado en la pasterizacion de alimentos y en la extension de la vida util de
productos tratados térmicamente. Sin embargo, existen otras lineas de trabajo que
amplian el abanico de posibles usos de esta tecnologia.

Otros estudios se han centrado en el aumento del rendimiento en procesos
relacionados con la transferencia de masas. Se ha constatado una mejora de la
extraccion de zumos en tejidos de origen vegetal (zanahoria, manzana, remolacha

de azucar, entre otros) cuyo son sometidos a pulsos eléctricos de baja intensidad
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(0,1 a 5 kV/cm). Se ha observado que la aplicacion de los PEAI antes o durante la
presion mecanica del tejido mejora el rendimiento de extraccion de zumos
(Bouzrara y Vorobiev, 2000; 2001; Estiaghi y Knorr, 1999 y 2002; Knorr y col.,
1994). Otros estudios muestran que la aplicacion de pulsos de 0,1 a 0,2 kV/cm en
alimentos solidos aumenta el coeficiente de difusividad de sustancias solubles
(Eshtiaghi y Knorr., 1999; Jemai y Vorobiev, 2002 y 2005), siendo una alternativa
a la aplicacion de campos de corriente continua o alterna, minimizando la
electrolisis y la generacion de calor (Jemai y Vorobiev, 2002). En todas estas
aplicaciones se han utilizado equipos de PEAI con camaras de tratamiento
estaticas.

Los Pulsos Eléctricos también se han aplicado en el campo de la biotecnologia
y de la medicina como la electrofusion (técnica usada en la hibridacion de plantas)
y la electrotransformacion (técnica usada para la obtencion de organismos

genéticamente modificados).

11.2.8 Costo econémico y energético de la tecnologia de los PEAL

Un factor fundamental en la implantacion de cualquier nueva tecnologia es el
gasto energético y por ende, el costo economico.

El gasto energético de la tecnologia de los PEAI depende del campo de
aplicacion. En el caso de su aplicacion en el campo de la transferencia de masas, la
energia requerida por los PEAI para desintegrar los tejidos es del orden de 1 a 5
kJ/kg de producto en contraste con los tratamientos convencionales que requieren
mayor energia (20 - 40 kJ/kg para tratamientos mecanicos; 60 — 100 kJ/kg para
tratamientos enzimaticos; mas de 100 kJ/Kg para procesos térmicos) (Toeftl y col.
2006).

Los tratamientos de pasteurizacion por PEAI implican un consumo energético
superior (100 a 1000 kJ/kg) que en los procesos de transferencia de masas (5 kJ/kg)

(Toeftl y col. 2006). En los tratamientos por PEAI manteniendo temperaturas de
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producto inferiores a 30 °C, ademas hay que tener en cuenta tanto la energia
consumida durante el tratamiento (548 - 705 kJ/Kg) como el consumo durante el
enfriamiento del producto entre las diferentes camaras de tratamiento,
incrementandose el consumo energético hasta 1400 kJ/kg (Evrendilek y Zhang,
2003). Por tanto, la combinacion de los PEAI a temperaturas suaves es una
estrategia valida, no solo para incrementar la inactivacion enzimatica o
microbiologica, sino para disminuir el el gasto energético. Heinz y col. 2003
observaron que aumentar la temperatura de 35 a 55°C, implicaba una reduccion del
gasto energético de 100 a 40 kJ/kg necesarios para alcanzar inactivaciones de 6
reducciones logaritmicas de E. coli en zumo de manzana. A priori, la aplicaciéon de
los PEAI requiere mayor energia que los tratamientos térmicos convencionales. Sin
embargo, Toeftl y col. 2006 asegura que la combinacion de PEAI y temperaturas
suaves reduciria el consumo energético hasta valores proximos a los alcanzados
por el tratamiento térmico (20 kJ/kg).

Debido a que es una tecnologia emergente, el coste de los equipos es elevado.
Jin y Zhang 2002 estimaron un coste de produccién de zumo de naranja procesado
por PEAI durante el periodo de amortizacion del equipo de 0,076 $/L frente a los
0.047 $/L de zumo procesado por calor. Sin embargo, una vez que se ha
amortizado el equipo, los costes de produccion se igualan para ambas tecnologias

(0.033$/L por PEALI frente a 0.034$/L por calor).

11.2.9 Equipos existentes de tratamiento por PEAL

Actualmente existen en el mercado equipos a escala de laboratorio y de planta
piloto. Con respecto a los primeros, existe una gran variedad, diferenciandose
principalmente por el tipo de régimen de trabajo (estatico o en continuo), por el
tipo de pulso aplicado (caida exponencial o cuadrados principalmente) y por la

geometria de las camaras de tratamiento.
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Figura I1.7. Equipo comercial de PEAI y sistema de camaras co-field para tratamiento de
aguas residuales desarrollado por DTIL.

En menor medida, se han desarrollado equipos a escala de planta piloto y
comercial. Los equipos de planta piloto tienen una capacidad de tratamiento entre
80 y 200 L/h, mientras que los equipos a escala comercial alcanzan producciones
de hasta 10000 L/h. En la actualidad no hay ninguna empresa que comercialice
alimentos tratados por PEAI, sin embargo si hay empresas que comercializa
equipos de tratamiento por PEAI. La empresa Diversified Technologies Inc. (DTI)
en colaboracion con la Ohio State University desarrolldo de equipos de PEF con
altas producciones, tanto para tratar alimentos como aguas residuales, con
producciones de hasta 10.000 1/h en el caso del tratamiento de aguas (figura 1.8 y
1.9), y en régimen continuo, aplicando pulsos cuadrados (mono o bipolares) con

camaras tipo co-field.
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Figura IL.8. Equipos desarrollados por DTI para la Ohio State University (izq.) y la

Universidad de Salerno (dcha.) capaces de tratar 5000 1/h y 400 I/h respectivamente.

I1.2.10 Ventajas y desventajas de la tecnologia de los PEAIL.

La tecnologia de los PEAI presenta una serie de ventajas y desventajas que hay

que tener en cuenta a la hora de tratar alimentos.

DESVENTAJAS DE LA TECNOLOGIA

Limitada su aplicacion a alimentos liquidos homogéneos o que contengan
particulas o pequefias burbujas de gas.

Limitada su aplicaciéon a alimentos con conductividades eléctricas y
viscosidades comprendidas en un intervalo.

Uso de circuitos de refrigeracion en aquellos alimentos con
conductividades altas para evitar temperaturas superiores a 50°C.

Aplicado para pasteurizacion de alimentos, siendo inefectivo para inactivar
esporas bacterianas ademds de necesitar almacenamiento refrigerado en el

caso de alimentos de baja acidez.
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Muchas de estas desventajas se pueden solucionar en parte formulando los
productos, mejorando el disefio del equipo o buscando las condiciones de
tratamiento mas adecuadas, de tal forma que el tratamiento por PEAI sea mas

efectivo.

VENTAJAS DE LA TECNOLOGIA

» Efectividad de la tecnologia para inactivar microorganismos alteradores y
patogenos.

= La combinacion PEAI y temperaturas moderadas inactivan enzimas y
microorganismos, a niveles similares a pasteurizaciones térmicas.

=  Preserva en gran medida la calidad sensorial y nutricional de los alimentos

en comparacion con los tratamientos térmicos convencionales.

1.2.11 Necesidades de investigacion

e Investigar mas profundamente en los mecanismos de inactivacion de
microorganismos y enzimas.

o Identificar tanto los microorganismos patogenos mas pulsorresistentes
como los microorganismos indicadores sustitutivos de los patdogenos. Desarrollo de
métodos de validacion para asegurar la eficiencia de la inactivacion
microbiologica. Establecer el nivel de inactivacién del patégeno maés resistente
para garantizar la seguridad del alimento, de acuerdo con el cumplimiento del
objetivo de seguridad alimentaria (FSO).

e Profundizar en la seguridad alimentaria de los alimentos tratados por PEAL
Estudiar la existencia de cambios de patogenecidad o virulencia de los
microorganismos patogenos.

e Desarrollo y evaluacion de modelos cinéticos que incluyan los factores

criticos en la inactivacion.
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e Desarrollo de nuevos disefios de camaras para mejorar la uniformidad y la
capacidad de produccion.

e Profundizar en la combinaciéon de los PEAI con otras tecnologias de
conservacion para aumentar la inactivacion. Estudiar las posibles resistencias
adquiridas por los microorganismos al ser sometidos a estreses no letales.

e Reducir el costo de los equipos.

e Ampliar la gama de productos susceptibles de ser tratados por PEALI

- 45 -



OBJETIVOS Y
PLAN DE TRABAJO




Objetivos y Plan de trabajo

El OBJETIVO GENERAL de esta tesis es la “evaluacion de la tecnologia de
los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria, calidad y preservacion de compuestos nutritivos aplicada a la
conservacion de un alimento mezcla de zumo de naranja y leche”

El objetivo general se desgloso en los siguientes OBJETIVOS PARCIALES:

1. Estudio del efecto de los parametros de proceso campo eléctrico y tiempo
de tratamiento sobre la inactivacion de un microorganismo alterador
(Saccharomyces cerevisiae), uno patogeno (Escherichia coli) y de la enzima
pectinmetilesterasa (PME) presentes en una bebida a base de zumo y leche. Ajuste
de los datos cinéticos a modelos de inactivacion existentes en bibliografia.

2. Estudio del efecto de un pardmetro ambiental (temperatura) sobre la
inactivacién de un microorganismo alterador (Saccharomyces cerevisiae) y de la
enzima pectinmetilesterasa (PME) presentes en una bebida a base de zumo y leche.
Ajuste de los datos cinéticos a modelos de inactivacion existentes en bibliografia.

3. Estudio de la estabilidad de vitaminas hidrosolubles (biotina, acido félico,
acido pantoténico y riboflavina) y de péptidos inhibidores de la enzima conversora
de la angiotensina-1 (ECA) tratadas por PEAI. Comparacién con la estabilidad tras
un tratamiento térmico convencional. Estudio del almacenamiento a 4°C de las
muestras tratadas por PEAI o por calor.

4. Evaluacion del dafio subletal y del riesgo de aparicion de transformantes de

células de Lactobacillus casei y Escherichia coli tratadas por PEAL
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PLAN DE TRABAJO TESIS

1. Reyvision Bibliografica.

2. Caracterizacion de productos comerciales v formulaciéon del nuevo

alimento.
a. Analisis de las caracteristicas fisico-quimicas de los productos
comerciales derivados de leche y zumos de frutas.
b. Eleccion de la formulacion adecuada de la bebida para el
tratamiento por PEAI.
c. Puesta a punto del protocolo de realizacion de la bebida.

3. Inactivacion de E. coli por PEAI inoculado en la formulacion

desarrollada.

a. Curva de crecimiento de E. coli.

b. Recoleccion de células en fase de crecimiento exponencial.

c. Tratamiento por PEAI del E. coli inoculado en el producto a
diferentes intensidades de campo y tiempos de tratamiento.

d. Analisis estadistico de los resultados. Ajuste y obtencion de los
parametros a diferentes modelos cinéticos.

e. Eleccion del modelo que mejor se ajuste a las curvas de
supervivencia, calculo de parametros cinéticos secundarios y obtencion de
un modelo que relacione la fraccion de supervivientes con la intensidad de
campo y el tiempo de tratamiento.

4. Inactivacion de S. cerevisiae inoculado en la formulacion desarrollada

por PEAI Influencia de la temperatura de entrada del producto.

a. Curva de crecimiento de S. cerevisiae.

b. Recoleccion de células en fase de crecimiento estacionaria.

c. Tratamiento por PEAI de S. cerevisiae inoculado en el producto a
diferentes intensidades de campo, tiempos de tratamiento y temperaturas

de entrada del producto.
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d. Analisis estadistico de los resultados. Eleccion del modelo que
mejor se ajuste a las curvas de supervivencia por medio de la herramienta
BestFit del software @Risk.

e. Calculo de parametros cinéticos primarios y secundarios e
influencia en los mismos de la temperatura de entrada del producto.

f. Obtencion de un modelo matematico experimental que relacione la
fraccion de supervivientes con la intensidad de campo y el tiempo de
tratamiento.

5. Inactivacion de pectinmetilesterasa por PEAI. Influencia de la

temperatura de entrada del producto.

a. Puesta a punto del analisis de la PME en el producto. Realizacion
de las curvas de estabilidad de la PME en la bebida y sensibilidad del
andlisis.

b. Tratamiento por PEAI de la PME del producto a diferentes
intensidades de campo, tiempos de tratamiento y temperaturas de entrada.

c. Analisis estadistico de los resultados. Ajuste y obtencion de los
parametros para diferentes modelos cinéticos.

d. Eleccion del modelo que mejor se ajuste a las curvas de
inactivacion y obtencion de un modelo matematico experimental que
relacione la fraccion de enzima residual con la intensidad de campo, el
tiempo de tratamiento y la temperatura de entrada.

6. Comparacion de la estabilidad de vitaminas hidrosolubles e

inhibidores de la ECA tras el tratamiento por PEAI v térmico.

a. Estudio de la incorporacion de las vitaminas hidrosolubles (biotina,
acido folico, acido pantoténico y riboflavina) y los inhibidores de la ECA
en el producto.

b. Puesta a punto de analisis conjunto por HPLC-MS/MS de las

vitaminas hidrosolubles en el producto.
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c. Puesta a punto del analisis por espectrofotometria de la actividad
de la ECA del producto.

d. Tratamiento por PEAI del producto fortificado a diferentes
intensidades de campo y tiempos de tratamiento.

e. Tratamiento térmico del producto fortificado a diferentes
temperaturas y tiempos de tratamiento.

f. Estudio de almacenamiento de las muestras tratadas por calor o por
PEAL

g. Andlisis de los resultados debido al tratamiento y al
almacenamiento.

7. Evaluacion de la seguridad alimentaria de los PEAI en dos

microorganismos de interés industrial: E. coli y L. casei.

a. Evaluacion del dafio subletal en los microorganismos debido al
tratamiento por PEAL

b. Evaluacion del riesgo de aparicion de transformantes en ambos
microorganismos debido al tratamiento por PEAL

c. Estudio del efecto de los PEAI en el mapa de proteinas del E. coli.
Identificacion de las proteinas que han variado al tratar las células con

PEAL
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CAPITULO 1: Naturaleza de la inactivacion de
Escherichia coli suspendido en una bebida

mezcla de zumo de naranja y leche




Resultados Capitulo 1: Escherichia coli

IV.1.1 INTRODUCCION.

Se ha comprobado que en numerosos alimentos la aplicacion de tecnologias de
conservacion no térmicas puede producir suficientes reducciones de la carga
microbiologica como para incrementar la vida 1til del alimento en condiciones de
refrigeracion. Los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad (PEAI) es una de esas
tecnologias. Esta tecnologia puede ser considerada como una alternativa a la
pasteurizacion por calor en alimentos liquidos porque, debido a naturaleza no
térmica, se ha mostrado que no afecta significativamente a las caracteristicas
naturales del producto final (Bendicho y col, 2002; Qin y col, 1996; Yeom y col,
2000).

Recientes brotes de E. coli en alimentos, tales como sidra de manzana, zumo
de manzana fresco y zumo de naranja, han destacado la tolerancia a la acidez y la
probable baja dosis infectiva de este patdégeno (Anonymous, 1996; Besser y col,
1993; Cook y col.,, 1998; Parish, 1997; Sivapalasingam y col. 2004; U.S.
Department of Health and Human Services (USDHHS)). Estos descubrimientos
fortalecen la necesidad de llevar a cabo estudios profundos para comprobar la
naturaleza de la muerte de E. coli en un alimento acido pasteurizado por PEAI Por
tanto, se hace esencial el desarrollo de modelos que interpreten las curvas de
supervivencia de E. coli en este tipo de alimento tratado por PEAL

El objetivo de este estudio es investigar la inactivacion por PEAI de E. coli
suspendido en un alimento acido y complejo como es la bebida mezcla de zumo de
naranja y leche. Los datos de inactivacion fueron ajustados a diferentes modelos de
inactivacion descritos en la literatura para establecer cual de ellos proporciona una

mejor descripcion de las curvas de inactivacion de E. coli por PEAL
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IV.1.2 MATERIALES Y METODOS.
IV.1.2.1 Preparacion de la bebida.

La preparacion de la bebida se prepard segun el protocolo descrito en el

ANEXO 1.

Se determiné en la bebida la conductividad eléctrica (Crison 525
conductimeter, Crison Instruments SA, Alella, Barcelona, Spain), el pH (Crison
2001 pH-meter, Crison Instruments SA, Alella, Barcelona, Spain), la viscosidad
(Haake Viscotester VTS, Thermo Electron Corporation, Sussex, UK), y el
contenido en soélidos solubles (Atago RX-1000 digital refractometer, Atago
Company Ltd, Tokyo, Japan). Los resultados de los analisis fisico-quimicos fueron
los siguientes: una conductividad eléctrica de 2.91 mS cm™, un pH de 4.05, una

viscosidad de 20 mPa s™ y un contenido de sélidos solubles de 14.3 °Brix.
1V.1.2.2_Preparacion del cultivo de E. coli.

El Escherichia coli CECT 516 (ATCC 8739) fue obtenido de la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espafia). Esta cepa se ha usado en anteriores
estudios de PEAI en zumo de manzana y zumo de naranja-zanahoria (Evrendilek y
col., 1999; Rodrigo y col., 2003 (a); Selma y col., 2004), comprobandose su
habilidad para crecer en condiciones acidas (Evrendilek y col., 1999). El cultivo se
inoculd en “Nutrient Broth” (NB) (Scharlab Chemie S.A., Barcelona, Espafia) y se
incub6 a 37°C en agitacion a 200 rpm durante 4 horas hasta obtener células en fase
de crecimiento exponencial. Las células se centrifugaron dos veces a 5000 rpm y
4°C durante 15 min y resuspendidas en NB entre ambas centrifugaciones. Tras la
segunda centrifugacion, las células fueron resuspendidas en NB con un 20% de
glicerol y se dispensaron en viales de 2 ml. Estos viales fueron inmediatamente

congelados y almacenados a -80°C hasta la realizacion de las experiencias.
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IV 1.2.3 Inoculacion de las muestras.
La bebida se preparaba inmediatamente antes de realizar el tratamiento por
PEAL El zumo se filtraba y el tamafio de particular del zumo se ajustaba a 0.29

mm.

Una vez preparada, la bebida se inoculaba con el contenido de un vial
previamente descongelado en frio hasta una concentracion final de
aproximadamente 10° CFU/ml. Posteriormente, las muestras inoculadas se trataban

con los PEALI
IV.1.2.4 Equipo de tratamiento por PEAI.

Todos los estudios realizados en el presente trabajo se han realizado con un
equipo de PEAI OSU-4D (figura IV.1.1) perteneciente a la gama de equipos
disefiados en la Universidad del Estado de Ohio (OSU).

Las prestaciones del equipo OSU-4D son las siguientes:

Régimen de trabajo: en continuo.

Tipo de pulsos: cuadrados, mono o bipolares.
Amplitud de pulso: de 1 a 20 kV/cm.
Frecuencia de pulsos: de 40 a 4000 pps.

Intensidad de campo eléctrico: un maximo de 40 kV/cm.
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Figura IV.1.1 Equipo de PEAI OSU-4D en las instalaciones del IATA.

El equipo consta de:

e Un generador de voltaje que suministra un maximo de 12 kV.

e Una bomba que impulsa al alimento hacia las cdmaras.

e (Camaras de tratamiento conectadas en serie de geometria del tipo co-field,
adaptadas para el trabajo en continuo. El equipo puede trabajar con un maximo de

8 camaras. Cada camara esta formada por dos electrodos de acero inoxidable, uno
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conectado a tierra y el otro a la fuente de voltaje, y por un aislante (teflon) que los
separa 0.293 mm (figura IV.1.2).

e Una serie de tubos que conectan dos pares de camaras, como muestra la
figura IV.1.2, cuya funcion es la refrigeracion de la muestra.

e Un bafo termostatado donde se introducen los tubos que conectan los
pares de camaras.

e Una serie de termopares conectados a las entradas y salidas de las camaras,
tal y como se muestra en la figura IV.1.2, que registran las temperaturas del
alimento durante el proceso.

e Un osciloscopio que permite registrar el voltaje, la intensidad de corriente

y la amplitud del pulso.

Figura IV.1.2 Esquema de la disposicion de las camaras, de los termopares y del sistema
de refrigeracion (izq.) y detalle de los electrodos y aislante que conforman las camaras de

tratamiento tipo co-field (dcha).

La figura IV.1.1 muestra el esquema general del equipo de PEAI tipo OSU-
4D. El tratamiento bésico por PEAI constaria de los siguientes pasos: 1) La
muestra a tratar se coloca en el deposito suministrador refrigerado y en agitacion

continua; 2) A continuacion la bomba impulsa la muestra hacia las cdmaras de
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tratamiento, pasando previamente por el bafio termostatado; 3) Una vez alcanzado
el régimen de trabajo, se conectaria el equipo, comenzando asi el tratamiento; 4) La
muestra es tratada por todas las camaras, siendo refrigerada mediante el bafio
termostatado tras pasar por dos camaras; 5) Durante el tratamiento, se registran las
temperaturas mediante los termopares como el voltaje, la intensidad y la amplitud
del pulso mediante el osciloscopio; 6) Recogida de la muestra en un depdsito
refrigerado.

El flujo de producto se ajustd a 60 ml/min mediante una bomba peristaltica
(Millipore Corporation, Bedford, MA). Se aplicaron pulsos cuadrados bipolares de
un ancho de 2.5 ps. Las condiciones de los tratamientos por PEAI estudiados
fueron: tiempo de tratamiento entre 0 y 700 ps e intensidades de campo eléctrico
de 15, 25, 35, y 40 kV/cm. La temperatura maxima de tratamiento alcanzada ha

sido inferior a 55°C. Las experiencias se realizaron por triplicado.
IV 1.2.5 Recuento de células viables.

Las muestras tratadas y las muestras control se diluyen en serie en agua de
peptona estéril tamponada al 0,1%, sembradas en placa en “Nutrient Broth Agar”

(Scharlau, Spain), ¢ incubadas durante 24 h a 37 °C.

La inactivacién alcanzada por los tratamientos se ha expresado como el
logaritmo decimal de la fraccion de supervivientes (log S) de E. coli. Por su parte,
la fraccidon de supervivientes (S) se define como la proporcion de la poblacion de
microorganismos tras el tratamiento (N) respecto de la poblacion previa al

tratamiento (Ny).
IV 1.2.6 Analisis estadistico.

Los tratamientos se realizaron por triplicado y los recuentos en placa se
realizaron por duplicado. Los resultados se han expresado como media =+
desviacion estandar. Los analisis de la varianza de los resultados se han realizado

con el software SPSS (SPSS Inc., Chicago, Ill., USA).
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I11.1.2.7 Modelos de inactivacion de E. coli por PEAL

Los datos experimentales se ajustaron a los siguientes modelos:

Modelo de Bigelow (Bigelow, 1921).

Log(S) = —% (Ec.IV.1.1)

donde S es la fraccion de supervivientes a un tiempo de tratamiento ¢, y D es el
tiempo de reduccion, que matematicamente es la inversa de la pendiente de la

curva de supervivencia.

Modelo de Hiilsheger (Hiilsheger v col, 1981):

Ln(S) = —b-(Ln(t) - Ln(t,,)) (Ec.IV.1.2)

donde b es el coeficiente de regresion, ¢ es el tiempo de tratamiento y 7.4 es el

tiempo de tratamiento mas largo para el cual la fraccion de superviviente es 1.

Funcion de distribucion de Weibull (Weibull, 1951):

Ln(S) = —[ij (Ec.IV.1.3)
a

donde a y n son los factores de escala y de forma, respectivamente. El factor n
describe la forma de la curva de supervivencia y por eso cuando n < 1 la curva es
concava hacia arriba, cuando 7 > 1 indica que es concava hacia abajoy sies n = 1

indica que es una linea recta en una escala logaritmica.

El valor 7, puede ser definido para esta distribucion como el tiempo de

tratamiento en el cual se produce la mayor parte de la muerte del microorganismo y

puede ser expresado con la siguiente ecuacion (Peleg, 1999):
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t,=a*T(1+n™) (Ec.IV.1.4)
La precision del ajuste del modelo se evalué mediante el analisis del Error

Medio Cuadratico (MSE), que se define con la siguiente ecuacion:

MSE = Z(prediChO:l:;bservados) (EcIV.1.5)

donde n es el nimero de observaciones y p es el numero de parametros estimados
por el modelo. Este valor representa una medida de la precision y se calcula,
primero, elevando al cuadrado el error individual en cada dato y entonces
calculando la media o el valor medio de la suma de estos cuadrados (Ross, 1996).

Cuanto menor sea el valor del MSE, mejor es el ajuste de los datos al modelo.

IV.1.3 RESULTADOS Y DISCUSION.

La Figura IV.1.3 muestra las curvas de supervivencia para los tratamientos
considerados en este estudio (E = 15-40 kV/cm; t = 0-700 ps). Como se puede
observar, la poblacion de E. coli se reduce un méximo de 3,83 ciclos logaritmicos
cuando la bebida inoculada es tratada a 15 kV/ecm durante 700 ps y una
temperatura maxima de 55°C. La inactivacion de E. coli obtenida en este estudio ha
sido inferior a la alcanzada en tratamientos en zumo de naranja (Evrendilek y col.,
1999, 2000; Heinz y col., 2003; McDonald y col., 2000) y similares a las obtenidas
en leche (Grahl y col., 1996; Martin y col.,, 1997; Qin y col., 1995). Estos
resultados pueden ser debido a un efecto protector en el E. coli de los componentes

de la leche (Grahl y col., 1996; Ho y col., 1995; Martin y col., 1997).
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Figura IV.1.3. Curvas de supervivencia de Escherichia coli en una bebida de leche y zumo
tratada a diferentes intensidades de campo eléctrico (ancho de pulso de 2,5 ps, pulsos

cuadrados bipolares). Desviacion estandar expresada como barras de error.

Como se puede observar, independientemente de la intensidad de campo
eléctrico, al aumentar el tiempo de tratamiento disminuye la velocidad de
inactivacion (p<0,05), implicando que las curvas de supervivencia no siguen una
cinética log-lineal. La presencia de colas en las curvas en las curvas de
supervivencia es frecuente cuando se aplica la tecnologia de los PEAI (Aronsson y

Ronner, 2001; Raso y col., 2000; Rodrigo y col., 2003a).

Las curvas de supervivencia fueron modelizadas usando los modelos de
Hulsheger y de Bigelow y la funcion de distribucion de Weibull. La Tabla IV.1.1

muestra los parametros obtenidos de los modelos usados. En el caso del modelo de

Bigelow y la funcion de Weibull, los pardmetros cinéticos D, y a disminuyen su
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valor al aumentar la intensidad de campo eléctrico. Sin embargo, el valor de b del

modelo de Hiilsheger no puede ser considerado como un indice de muerte para el

E. coli ya que su valor no siempre decrece al aumentar la intensidad de campo.

Tabla IV.1.1. Parametros + desviacion estandar de los modelos de Bigelow, Hiilsheger y

Weibull para las curvas de supervivencia de E. coli.

Bigelow Hiilsheger
E(kV/cm) D (us) ten (us) b
15 141,145+11,943 6,753+0,530 1,800+0,042
25 82,268+6,854 2,556+1,309 1,497+0,188
35 47,516+2.,652 1,532+0,731 1,441+0,163
40 32,685+1,814 1,091+0,866 1,481+0,275
Weibull
E(kV/cm) a n z,, (us)
15 0,684+0,236  0,310+£0,015 5,358+0,693
25 0,171+£0,055 0,266+0,015  2,803+0,065
35 0,130+0,083  0,247+0,063  1,984+0,555
40 0,014+0,013  0,186+0,066 1,595+0,986

Los valores de MSE (Tabla 1V.1.2) ponen de manifiesto que el modelo que

mejor describe las curvas de supervivencia es la funcion de distribucion de Weibull

(con valores de MSE mas cercanos a 0), que es definido con dos parametros, el

factor de forma (n) y el factor de escala (a). El valor del factor de escala disminuye

al aumentar la intensidad de campo eléctrico pudiéndose ser considerado entonces

como una medida de la resistencia del microorganismo frente al tratamiento y por

tanto, como un parametro cinético.
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Tabla IV.1.2. Valores de MSE para los modelos de Bigelow, Hiilsheger y Weibull.

E(kV/ecm) Bigelow Hiilsheger Weibull

15 1,16 0,04 0,13
25 0,76 0,36 0,25
35 0,51 0,16 0,09
40 0,45 0,24 0,08

También se puede observar que los valores de n siempre son inferiores a 1,
indicando que la poblacion microbiologica presenta una distribucion de
resistencias, reflejandose asi una progresiva eliminaciéon de los miembros mas
sensibles y sobreviviendo los mas resistentes (Peleg y Cole, 2000). Al realizar un
analisis de la varianza de los valores de n se observa que no existen diferencias
significativas en sus valores para intensidades de campo comprendidas entre 25
kV/ecm y 40 kV/em (p>0,05), por tanto el factor de forma es independiente de la
intensidad de campo para ese rango. Este comportamiento del factor de forma
también se ha observado en las curvas de supervivencia usando otras tecnologias
de conservacion (Chen y Hoover, 2004; Fernandez y col., 2002; Heinz y Knorr,

1996) u otros alimentos (Rodrigo y col., 2003a).

Al ser n independiente de la intensidad de campo aplicada, el modelo de
Weibull puede ser simplificado considerando el valor medio de n (0,233) para un
rango de intensidades entre 25 y 40 kV/cm. De esta forma se obtuvo el siguiente

modelo simplificado de Weibull:
InS =—(t/a)**” (Ec.IV.1.6)

Al ajustar los datos experimentales al modelo simplicado de Weibull se
obtuvieron buenos ajustes para todas las intensidades de campo (Tabla IV.1.3) y

similares a los obtenidos con el modelo completo de Weibull.
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Tabla IV.1.3. Parametros + desviacion estandar y valores de MSE del modelo simplificado

de Weibull para las curvas de supervivencia de E. coli (25 kV/cm<E<40 kV/cm).

E (kV/cm) a t, (us) MSE
25 0,067+0,003  2,533+0,126 0,243
35 0,046+0,002 1,730+0,126 0,097
40 0,029+0,004  1,090+0,092 0,127

Los valores de a obtenidos en el modelo simplificado (Tabla 1V.1.3)
disminuyen al aumentar la intensidad de campo (£) (p<0,05). Ademas, se observa
la existencia de una relacion lineal entre @ y £ que permite obtener ecuaciones que

relacionen los valores de a and log « con la intensidad de campo:

a =-0,0025E +0,1306 (R* =0,9849) (Ec.IV.1.7)
loga =—0,0232E +0,5747 (R*>=0,9421) (Ec.IV.1.8)

De igual modo que en los tratamientos por calor, se puede definir z, como el
incremento de la intensidad de campo eléctrico (£) requerido para alcanzar una

reduccion logaritmica en el valor del factor de escala:
Z,= 1/pendiente = 43,1 kV/cm

Alvarez et al. (2003b) también obtuvieron un valor de Z para tres cepas
diferentes de Salmomnella suspendidas en tampon citrato-fosfato y tratadas por

PEAL

Al sustituir la ecuacion 7 en la ecuacion 6 se obtiene una ecuacion que puede
ser usada para predecir inactivaciones para el rango de intensidades comprendidas

entre 25y 40 kV/cm:
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InS = —(¢/(—(0,0025E +0,1306)))"** (Ec.1V.1.9)

Otro posible parametro a tener en cuenta es el valor de ., . Se observa que los

valores de ¢ del modelo simplificado (Tabla 1V.1.3) disminuyen

cw

significativamente al aumentar la intensidad de campo aplicado (p<0,05), por tanto,

t., podria ser considerado como un parametro cinético para el rango de 25 kV/cm
a 40 kV/cm. Entonces, al sustituir la ecuacion 7 en la ecuacion 4 y asumiendo n =

0.233, se puede calcular E a partir de la intensidad de campo eléctrico (ecuacion

10).

t,, =(=0,0025E +0,1306)*'(1+1/0,233) (Ec1V.1.10)

Al definirse a como el tiempo donde se produce la mayor parte de la muerte

de los microorganismo, el uso de 7, como pardmetro cinético puede ser preferible

frente a otros parametros ya que se asocia de una forma mas obvia la resistencia del

microorganismo con el tiempo de tratamiento.

IV.1.4 CONCLUSIONES.

El tratamiento por PEAI inactiva al Escherichia coli suspendido en una bebida
de zumo de naranja y leche. Tanto para la intensidad de campo como para el
tiempo de tratamiento se ha observado la existencia de una correlacion positiva con

el nivel de inactivacion.

Las curvas de supervivencia muestran que la inactivacion microbiologica no
sigue una cinética de primer orden. La funciéon de distribucion de Weibull es el
modelo que mejor describe las curvas de supervivencia de E. coli en la bebida de
zumo y leche. La obtencién de una relacion entre la inactivacion de E. coli,

considerado como microorganismo de referencia en zumo de naranja, la intensidad
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de campo eléctrico y el tiempo de tratamiento, nos proporciona una poderosa
herramienta que podria facilitar la introduccion de esta tecnologia a nivel
industrial. Sin embargo, es bien conocido que cada microorganismo presenta una
respuesta diferente a las condiciones de tratamiento y por tanto, seria interesante
estudiar la validez del modelo de Weibull propuesto en otros microorganismos

suspendidos en esta bebida.
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IV.2.1 INTRODUCCION.

Debido a las caracteristicas propias de los zumos de citricos (bebidas acidas
con alto contenido en azucar), la microbiota tipica presente consta principalmente
de bacterias acido lacticas y de hongos y levaduras. Aunque las bacterias acidofilas
es la flora mas importante presente en zumos de citricos, las levaduras son mas
tolerantes a las altas temperaturas (65-70°C), conservantes, bajas temperaturas y
presiones osmoéticas que los hongos o las bacterias (Kimball 1999), destacando el
Saccharomyces cerevisiae como levadura mas frecuentemente presente en zumo de
citricos pasteurizado (Parish 1988).

El desarrollo de modelos que interpreten las curvas de supervivencia de
microorganismos es esencial para una futura implantacion a nivel industrial de
productos tratados por PEAI. Estos modelos proporcionan parametros que
informan sobre la resistencia de los microorganismos a la tecnologia, y la ausencia
de estos parametros impiden una correcta comparacion de los estudios que
aparecen en la literatura, tal y como afirma la “National Advisory Committee on
Microbiological Criteria for Foods (2006). Numerosos estudios han mostrado que
las curvas de supervivencia no siempre pueden ser explicadas mediante modelos
cinéticos de primer orden, ajustdndose mejor a modelos diferentes a los de primer
orden, tales como las distribuciones log-logistico o de Weibull entre otras (Alvarez
y col. 2003a, 2003b; Pataro y col., 2011; Peleg 1999; Pina y col., 2009; Rivas y
col. 2006b; Rodrigo y col. 2001).

Sin embargo, para una implantaciéon industrial no es solo necesario calcular
parametros primarios y secundarios sino también como se ven influenciados estos
parametros a variaciones de factores ambientales, como el pH, la actividad de agua
y la temperatura entre otros. Una estrategia para incrementar la efectividad de los
PEAI es su combinacion con temperaturas suaves (Sepulveda y col., 2005; Vega-
Mercado y col., 1996). Se ha comprobado que la temperatura que se alcanza con el

tratamiento se ve influenciada por la temperatura de entrada del alimento. De
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hecho, diversos estudios han mostrado que existe un efecto positivo entre el
incremento de temperatura de entrada y la eficacia del tratamiento por PEAI
(Korolczuk y col., 2006; Liang y col., 2002; Sensoy y col., 1997; Sampedro y col.,
2006; Sampedro y col.,, 2009; Walkling-Ribeiro y col., 2009). Por tanto, la
temperatura de entrada del alimento podria ser un parametro a tener en cuenta
desde un punto de vista de los APPCC para una futura implantacion industrial de
esta tecnologia. Sin embargo no existen estudios que expliquen en profundidad las
variaciones de los parametros cinéticos al variar la temperatura de entrada del
alimento.

Los objetivos del presente estudio fue investigar el efecto de la temperatura de
entrada en la inactivacion de Saccharomyces cerevisiae suspendido en una bebida
mezcla de zumo de naranja y leche, obtener modelos matematicos que expliquen
satisfactoriamente las curvas de supervivencia y estudiar el efecto de la

temperatura de entrada en los valores de los parametros cinéticos obtenidos.

IV.2.2 MATERIALES Y METODOS
IV.2.2.1 Preparacion de la bebida.

La preparacion de la bebida se prepard segun el protocolo descrito en el
ANEXO 1.

Los resultados de los analisis fisico-quimicos fueron los siguientes: una
conductividad eléctrica de 2,91 mS/cm, un pH de 4,05, una viscosidad de 20 mPa/s
y un contenido de s6lidos solubles de 14,3 °Brix.

La bebida se filtro con un tamiz metalico ajustandose el tamafio de particula a
un maximo de 0,29 mm. La bebida se inoculd con el contenido de un vial
descongelado de 2 ml de S. cerevisiae hasta alcanzar una concentracion final de

aproximadamente 10° CFU/ml.
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1V.2.2.2 Preparacion del cultivo de S. cerevisiae.

El Saccharomyces cerevisiae CECT 1319 (ATCC 26602) fue obtenido de la
Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espaia). El cultivo se inocul6 en
“Yeast Malt Agar” (YMA) (Scharlab Chemie S.A., Barcelona, Espafia) y se incubd
a 27 °C con agitacion continua a 200 rpm durante 24 h hasta obtener células en
estado estacionario de crecimiento. Las células se sometieron a un proceso de
lavado y concentrado. Para ello se centrifugaron dos veces a 3.826 gy 4 °C durante
15 min, resuspendiéndose en YMA entre las centrifugaciones. Al finalizar la
segunda centrifugacion, las células se resuspendieron en YMA con un 20% de
glycerol y se dispensaron en viales de 2 ml. Inmediatamente, los viales se
congelaron y almacenaron a -80°C hasta la realizacion de las experiencias (Ananta
y col. (2001), De Paoli (2005)).

IV.2.2.3 Tratamiento térmico.

Se llevaron a cabo ensayos de inactivacion térmica por duplicado usando una
adaptacion del micro-método de Stern y Proctor (1954). Las células inoculadas en
la bebida a una concentracion de aproximadamente 10° CFU/ml se inyectaron en
tubos capilares de 0,01 ml. Los tubos fueron sellados acercando ambos extremos a
una llama de oxigeno y se calentaron en un bafio agitador de aceite. Para cada
combinacion de temperatura (35 y 55 °C) y tiempo (de 0 a 180 s) se prepararon
cuatro tubos capilares. Tras el tratamiento, los tubos capilares se enfriaron en un
bafio de agua/hielo, se lavaron en una solucion de jabon, se enjuagaron con agua

destilada estéril y se sumergieron en etanol al 70%.
1V.2.2.4 Equipo de tratamiento por PEAI.
El equipo de PEAI utilizado se ha descrito en el apartado IV.1.2.4.

La temperatura de tratamiento maxima alcanzada durante las experiencias ha

sido inferior a 55°C, manteniéndose a esa temperatura un tiempo inferior a 2 s.
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El flujo de producto se ajustd a 60 ml/min mediante una bomba peristaltica
(Millipore Corporation, Bedford, MA). Se aplicaron pulsos cuadrados bipolares de
un ancho de 2.5 us. Las condiciones de los tratamientos por PEAI estudiados
fueron: tiempo de tratamiento entre 0 y 1900 us, temperaturas de entrada de 10 y
32°C, e intensidades de campo eléctrico de 10, 20, 30, and 40 kV/cm. Las

experiencias se realizaron por triplicado.

La energia aplicada (Q) se calculé mediante la ecuacion utilizada por Abram y

col. (2003), Min y col. (2003), y Pérez y Pilosof (2004):
Q (J/m*) = E’ot (Ec.IV.2.1)

donde E es la intensidad de campo eléctrico (V/m), ¢ es la conductividad eléctrica
del producto (S/m) calculada para cada temperatura de procesado y t es el tiempo

de tratamiento (s).
IV.2.2.5 Recuento de células viables.

Las muestras tratadas y las muestras control se diluyen en serie en agua de
peptona estéril tamponada al 0,1%, sembradas en placa en “Yeast Malt Agar”

(Scharlau, Espafia), e incubadas durante 72 h a 27 °C.

La inactivacion alcanzada por los tratamientos se han expresado como el
logaritmo decimal de la fraccion de supervivientes (log S) de S. cerevisiae. Por su
parte, la fraccion de supervivientes (S) se ha definido como la proporcion de la
poblacion de microorganismos tras el tratamiento (V) respecto de la poblacion

previa al tratamiento (V).
I1V.2.2.6 Analisis estadistico.

Los tratamientos se realizaron por triplicado y los recuentos en placa se
realizaron por duplicado. Los resultados se han expresado como media =+
desviacion estdndar. Los analisis de la varianza de los resultados se han realizado

con el software Statgraphics Centurion XV 15.1.03 (Statistical Graphics Corp.).
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Un modelo cinético bifasico (Ec.IV.2.2) representa la presencia de dos

fracciones microbiologicas con diferentes resistencias al tratamiento, una de ellas
estable (S) y la otra labil (L), y ambas siendo inactivadas de acuerdo con la
siguiente ecuacion:
S =S8, -exp(~k, 1)+ S, -exp(~k, 1) (EcIV.2.2)
donde S representa la fraccion de supervivencia para un tiempo de tratamiento (t),
S; and Sg las fracciones de supervivientes labil y estable respectivamente, y k; y kg
las constantes de inactivacion para las fracciones labil y estable.

La herramienta BestFit 4.5 (Palisade Corporation, Newfield, N.Y.) se ha usado
para encontrar la distribucion de densidad que mejor se ajusta a los datos

experimentales de inactivacion, expresados como fraccidon de supervivientes.

§=2 (Ec.IV.2.3)

donde N, and N son los recuentos de células viables antes y después de cada
tratamiento.

Esta herramienta permite ajustar hasta 20 distribuciones a los datos
experimentales, siendo el “Error Cuadratico Medio” (MSE) el parametro usado
para comparar el ajuste de las diferentes distribuciones. E1 MSE se calcula

mediante la siguiente ecuacion:

i: |( predicho — 0bservad0)| 2

MSE = - (EcIV.2.4)
n—p

donde n es el nimero de observaciones y p es el numero de parametros que se
estimaran por el modelo. A menor valor de MSE mejor es el ajuste del modelo.
Para calcular los valores de los parametros de las distribuciones, las funciones
de distribucion se ajustaron a los datos experimentales mediante regresiones no
lineales llevadas a cabo con el software Statgraphics Centurion XV 15.1.03

(Statistical Graphics Corp.).
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IV.2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1V.2.3.1 Efecto de la tecnologia de los PEAI sobre el S. cerevisiae.
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Figura IV.2.1. Curvas de supervivencia de S. cerevisiae en una bebida de leche y zumo a
diferentes intensidades de campo eléctrico y temperaturas de entrada (¢ 10 °C; o 32 °C)

(ancho de pulso de 2.5 ps, pulsos cuadrados bipolares). Desviacion estdndar expresada

como barras de error.

La Figura IV.2.1 muestra las curvas de supervivencia obtenidas por los
tratamientos realizados en este estudio (£ = 10 — 40 kV/cm; ¢ = 0 — 1900 ps;
temperatura de entrada = 10 and 32 °C). En general, independientemente de la
intensidad de campo eléctrico y de la temperatura de entrada, al incrementarse el

tiempo de tratamiento disminuye la velocidad de inactivacion. De hecho, las curvas

-82-



Resultados Capitulo 2: Saccharomyces cerevisiae

de supervivencia no siguen una cinética lineal, habiendo una inactivaciéon mas
rapida a tiempos cortos de tratamiento. La presencia de colas en las curvas de
supervivencia es un hecho comiin en muestras tratadas por esta tecnologia, lo cual
significa que existe una distribucion de resistencias a los PEAI en la poblacion de
S. cerevisiae (Aronsson y Ronner 2001; Pina y col., 2007; Pina y col., 2009;
Rodrigo y col. 2001; San Martin y col., 2007).

Tabla IV.2.1. Inactivacion de S. cerevisiae (reducciones logaritmicas + desviacion
estindar) y maxima temperatura de salida alcanzada variando la intensidad de campo

eléctrico y la temperatura de entrada para tiempos de tratamiento de 40 y 110 ps.

Temperatura Maxima de

t (us) E (kV/cm) Log$§ Tratamiento (°C)

10 °C 32°C 10 °C 32°C

10 0,44+0,02 1,25+0,01 9 34,2

20 1,36+0,09 1,82+0,01 10,6 35,6

0 30 1,52+0,09 1,95+0,01 11,6 36,2
40 1,85+0,07 1,95+0,02 13,5 38,2

10 0,76+0,03 1,75+0,02 10 35,2

20 1,82+0,03 1,96+0,02 12,6 38,4

Ho 30 1,84+0,11 2,11£0,02 15,2 40,8
40 2,05+0,07  2,26+0,04 20,6 43,5

Independientemente de la intensidad de campo aplicada, al incrementar la
temperatura de entrada de 10 a 32°C (alcanzandose temperaturas maximas de salida
de 33 °C y 55 °C, respectivamente) se produce un incremento de la inactivacion (p
< 0,05). La Tabla IV.2.1 muestra por una parte los niveles de inactivacion
alcanzados para tiempos de tratamiento de 40 y 110 ps en todas las intensidades de
campo y temperaturas de entrada (10 and 32 °C), y por otra parte las temperaturas

maximas alcanzadas en cada caso.
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Figura IV.2.2. Curvas de supervivencia isotérmicas de S. cerevisiae en una bebida de leche

y Zumo..

Para comprobar si la temperatura por si misma puede tener un rol en la
inactivacion alcanzada, se realizaron estudios de termorresistencia realizados a 35,
45 y 55°C (figura IV.2.2). Como se observa en las curvas de supervivencia de la
figura, a los 10 s de tratamiento no se observa inactivacion para las temperaturas de
35 y 45°C, siendo inferiores a 0,5 ciclos logaritmicos para 55°C. Estos resultados
muestran que, en los tratamientos por PEAI la inactivacion debida al calor es
despreciable y probablemente no justifican el incremento de la inactivacion
alcanzada al aumentar la temperatura de entrada de 10°C a 32°C.
Consecuentemente se podria hablar de la existencia de un efecto sinérgico, entre

los PEAI y la temperatura, como causa del incremento del nivel de inactivacion.
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Figura IV.2.3. Influencia de la energia aplicada y la temperatura de entrada en la

inactivacion de S. cerevisiae por PEAI en una bebida de leche y zumo.

Para estudiar el posible efecto sinérgico en profundidad, los datos de
inactivacion se analizaron desde un punto de vista energético, ya que para realizar
el calculo energético se tiene en cuenta parametros tecnoldgicos como la intensidad
de campo eléctrico, tiempo de tratamiento y la conductividad eléctrica que depende
para un mismo producto de la temperatura. Al representar el logaritmo de la
fraccion de supervivientes frente a la energia aplicada (figura IV.2.3) se observa la
existencia de dos poblaciones de S. cerevisiae con diferentes niveles de resistencia
al tratamiento por PEAI para ambas temperaturas de entrada (10 y 32 °C). Al
ajustar un modelo bifasico (Ec.IV.2.2) es posible identificar ambas fracciones de
poblacién en las dos temperaturas estudiadas, siendo la fraccion 1abil de 0,9845 +
0,042 cfu/mL, que corresponde a un valor de Q de 111 x 10° J/m’. Por otra parte se
calcularon los valores de las constantes cinéticas de la fraccion labil (ki) y de la

fraccion estable (ks) para ambas temperaturas (tabla 1V.2.2). Un analisis de la
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varianza de los resultados anteriores mostré la existencia de diferencias
significativas entre los valores de ki en funcion de la temperatura de entrada,
mientras que la ks no presenta diferencias significativas (p<0,05). En otras
palabras, para un nivel de energia igual o inferior a 111 x 10° J/m®, se producen
diferencias en los niveles de inactivacion de S. cerevisiae dependiendo de la
temperatura de entrada, siendo mayores a 32°C que a 10°C. Esta dependencia
confirma la existencia de un efecto sinérgico tratamiento PEAI — temperatura para
valores de Q inferiores a 111 x 10° J/m’. Sin embargo, la inactivacion alcanzada
para valores superiores a 111 x 10° J/m’ sigue una misma tendencia
independientemente de la temperatura de entrada (p<0.05), mostrando, por tanto,

una inexistencia de efecto sinérgico.

Tabla IV.2.2. Parametros + desviacion estandar obtenidos del ajuste de los datos de

inactivacion frente a Q en el modelo bifasico (Ec.IV.2.2).

Temperatura de

10 °C 32°C
entrada
kp 0,1218+0,0066* 0,21 10i0,0008b
kg 0,0006+0,0002¢ 0,0008+0,0003°

! Diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0.05).

1V.2.3.2 Modelizacion de las curvas de supervivencia del S. cerevisiae.

La modelizacion de las curvas de supervivencia de microorganismos ha
llegado a ser una herramienta esencial para garantizar la seguridad de alimentos
procesados ademas de un etapa intermedia en el analisis de riesgos.
Tradicionalmente los valores D y z han sido ampliamente utilizados en el

tratamiento térmico, asumiendo que la cinética de primer orden era el modelo que
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mejor describia la inactivacion de microorganismos. Sin embargo, es bastante
frecuente, tanto en tratamientos térmicos como con otros métodos de inactivacion,
encontrarse curvas de supervivencia que realmente no parece obedecer a cinéticas
de primer orden. Una manera de explicar este patron de inactivacion es considerar
la letalidad como un suceso probabilistico (Peleg 1999; Peleg 2000a,b; Peleg y
Cole 1998; Peleg y Cole 2000). Estos autores consideran que, debido a la
heterogeneidad de las células en una poblacion de un microorganismo, habra una
distribucion de tiempos de inactivacion que puede ser explicado satisfactoriamente
con cinéticas diferentes a las de primer orden. En este estudio, la herramienta
“best-fit”(@Risk 4.5 (Palisade Corporation, Newfield, N.Y.) se usé para encontrar
la distribucidén que mejor se ajustd a los datos experimentales. De acuerdo con el
analisis realizado mediante dicha herramienta, la funcién de distribucion de
Weibull es la distribucién que mejor se ajustaba a los datos experimentales (Tabla
IV.2.3). Numerosos autores han comprobado que Weibull es la distribucion que
mejor se ajusta a los datos de inactivacion (Aronsson y Ronner 2001; Pina y col.,
2007; Rodrigo y col. 2001; Rivas y col., 2006; Sampedro y col., 2011; San Martin
y col.,, 2007). Por otra parte, la eleccion final de la mejor distribucion debe
obedecer al principio de parsimonia o “Ockham’s razor” (Ratkowsky 1990), que
incide en la eleccion del modelo con el menor nimero posible de parametros para
representar los datos (Van Boekel 2002). Aparte que la distribucion Log-logistico
es la segunda distribucién que mejor ajuste proporciona, es menos atractiva que
Weibull en términos de principio de parsimonia, ya que es mas compleja al tener

dicha distribucion mas parametros que la de Weibull.
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Tabla IV.2.3. Valores de MSE y rango de las distribuciones que mejor se ajustan
proporcionadas por la herramienta “best fit” de @Risk 4.5 best fit tool (Palisade

Corporation, Newfield, N.Y.) para los datos de inactivacion por PEAI de S. cerevisiae a

diferentes temperaturas de entrada ((a) 10 °C; (b) 32 °C).

(a)
Funcion de 10 kV/em 20 kV/em 30 kV/em 40 kV/cm
distribucion MSE Rank MSE Rank MSE Rank MSE Rank
Weibull 8,22x10° 7 4,26x10™ 1 1,2x10” 1 2,17x107 1
Log-Logistic ~ 3,51x107 1 1,05x107 2 2,08x107 2 5,29x107 6
Log-Normal  4,26x107 2 1,76x107 3 2,25x107 4 4,79x107 5
Exponencial  1,13x107 4 3,85x107 6 2,75x107 7 3,43x107 2
BetaGeneral — 1,46x10° 12 1,08x10° 8 1,03x10° 10 7,61x107 8
(b)
Funcién de 10 kV/em 20 kV/cm 30 kV/em 40 kV/cm
distribucion MSE Rank MSE Rank MSE Rank MSE Rank
Weibull 1,35x107 9 6,89x10™ 1 3,07x10° 2 737x10° 3
Log-Logistic ~ 4,02x10® 2 1,62x107 6 6,87x107 7 1,37x107 7
Log-Normal ~ 1,01x107 10 1,62x107 5 6,28x107 6 1,30x107 6

La forma acumulativa de la funcion de distribucion de Weibull puede ser
expresada como la Ec.IV.2 5, que es definida con un factor de escala (a) y un
factor de forma (n). De acuerdo con este modelo, la forma de la curva
semilogaritmica es determinada por n, por eso cuando n < 1 la curva de
supervivencia es concava hacia arriba, si n > 1 indica que la curva es concava hacia
abajo, y si n =1 la curva es una linea recta (Peleg 1999).

Ln(S) = —[ijn
a

(Ec.IV.2.5)
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Tabla IV.2.4. Evaluacion del modelo de Weibull y efecto de la intensidad de campo

eléctrico y la temperatura de entrada en el factor de forma.

10 °C 32°C
E (kV/em)
n MSE n MSE
10 0,3344+0,0097*  0,1465 0,1106+0,0055° 0,1420
20 0,1345+0,0018°  0,0794  0,1031+0,0038° 0,0166
30 0,1365+0,0029°  0,0782  0,1037+0,0041°  0,0195
40 0,1292+0,0050°  0,0478  0,1106+0,0058° 0,0339

b [ etras diferentes implica diferencias significativas a P < 0.05.

En la Tabla IV.2.4 se muestran los valores del factor de forma y los MSE del
modelo de Weibull. Se puede observar que los valores de n son siempre inferiores
a 1, indicando que la poblacion microbiana sigue una distribucién que muestra la
progresiva eliminacion de los miembros mas sensibles y sobreviviendo las mas
resistentes (Peleg 2000a). Al realizar un ANOVA del factor de forma se observa
que el valor de n es independiente de la intensidad de campo para las curvas de
supervivencia para una temperatura de entrada de 32 °C (p < 0,05), y en el caso de
las curvas para 10 °C solo la curva de 10 kV/cm da un valor de n estadisticamente
diferente. Resultados similares fueron obtenidos por otros autores cuando se
estudio el efecto de los PEAI en zumo de naranja-zanahoria (Rodrigo y col. 2003)
o en una bebida de zumo de naranja y leche (Rivas y col. 2006b). A partir del
analisis estadistico se comprueba que le valor de n depende de la temperatura de
entrada, siendo menores los valores y por tanto las curvas presentan una mayor
cola al incrementar la temperatura de 10 a 32 °C (p < 0,05) (figura 1V.2.2). Estos
resultados muestran la dependencia del factor de forma de los factores externos
como es el caso de la temperatura de entrada. Rodrigo y col. (2003) estudiaron el
efecto combinado de la intensidad de campo y la variacion de la proporcion de

naranja/zanahoria sobre la resistencia de L. plantarum a los PEAI, observando la
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dependencia del factor de forma de Weibull respecto de la proporcion de
naranja/zanahoria. Estos resultados estan de acuerdo con los expuestos por otros
autores (Peleg y Cole 1998; Van Boekel 2002), que inciden en la influencia del pH,
la fuerza idnica y la concentracion de ciertos compuestos en el factor de forma en

muestras tratadas térmicamente.

Como el parametro n es independiente de la intensidad de campo eléctrico, se
ajusté de nuevo el modelo de Weibull, pero esta vez con valores medios de n:
0,1334 en el rango de 20 a 40 kV/cm para 10 °C, y 0,1070 para todas las
intensidades de campo a 32°C. La Tabla IV.2.5 muestra los valores de los
parametros de Weibull recalculados para los valores medios de n. Se puede
observar que los valores de MSE obtenidos en el modelo simplificado de Weibull
son del mismo rango que los obtenidos para el modelo completo. El valor del
factor de escala (@) estd comprendido entre 2,16 x 10 y 17,22 ps, disminuyendo al
aumentar la intensidad de campo y la temperatura de entrada (p < 0.05), viéndose,
por tanto, afectado por las condiciones ambientales. Por tanto, el factor de escala
puede ser considerado como una medida de la resistencia del microorganismo al

tratamiento, también llamado parametro cinético.

Se ha observado una relacion lineal entre el factor de escala y la intensidad de
campo eléctrico tanto para 10 °C como para 32 °C. Las ecuaciones Ec.IV.2.7 y
Ec.IV.2.8 se han obtenido por medio de regresiones lineales con el logaritmo de a

como variable dependiente:
loga =-1,7616 —0,0325E R*=0,99 (10°C) 20<E<40) (EcIV.2.7)
loga =-3,1700 —0,0396E R*=0,94 (32°C) (10<E<40) (EcIV.2.8)

Las relaciones obtenidas en las ecuaciones anteriores se introdujeron en la
funcion de distribucion de Weibull simplificada (Ec.IV.2.5), obteniéndose un

modelo global para cada temperatura de entrada:
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Tabla 1V.2.5. Pardmetros + desviacion estdndar y MSE del modelo simplificado de

Weibull para las curvas de supervivencia de S. cerevisiae.

10 °C
E (kV/cm)

a (us) n tew (118) MSE

10 17,2253+1,9255 0,3344  104,91+1351 0,1465

20 3,98x10°6,04x10*  0,1334  55,40:8,40 0,0749

30 1,74x10°+4,29x10* 0,1334  24,17+597 0,0667

40 8,90)(10'411,17);10'4 0,1334 12,40+1,64 0,0378

32°C
E (kV/cm)
a (us) n tew (18) MSE
10 3,56x1072,22x10°  0,1070  283,36x17.73 0,1251
20 7,75x10°£3,95x10°  0,1070  61,66+3.14 0,0163
30 3,86x10°2,36x10°  0,1070  30,79:1.88 0,0188
40 2,16x10°+1,64x107 0,1070 17,08+1.30 0,0334
r " 0,1334
InS=- (10°C) (20 < E<40) (Ec.IV.2.9)
exp(a+ [ *E)
r " 0,1070
InS=- ——— (32°C) (10 <E<40) (Ec.IV.2.10)
exp(y +0*E)

Para mejorar la estimacion de los parametros, todos los datos experimentales

fueron ajustados a las ecuaciones Ec.IV.2.9 y Ec.IV.2.10 mediante regresiones no

lineales. La realizacion de este analisis mejora la precision de la estimacion porque

asi se evitan los posibles errores debido a la estimacion de parametros intermedios

y porque se usan todos los datos experimentales para estimar los pardmetros
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(Fernandez y col. 2002). Los parametros estimados y los intervalos de confianza se

muestran en la tabla tabla IV.2.6.

Para determinar la bondad del ajuste, se calcularon los valores de MSE
comparando los datos experimentales con los predichos, obteniéndose 0,0847 para

10 °C y 0,0699 para 32 °C, indicativos de un buen ajuste.

Tabla 1V.2.6. Parametros estimados obtenidos al ajustar los modelos globales (Ec.IV.2.8

and Ec.IV.2.9) al total de los datos experimentales.

Temperatura de entrada Parametro Estimacion

o (ps) ~1,7969+0,1630
10 °C(20<E<40)
B (us-em/kV)  -0,0325+0,0051
s 23,1472%0,0612
32 °C(10<E<40) v ()

S (us-ecm/kV)  -0,0395+0,0021

La Figura 1V.2.4 muestra las superficies de respuesta obtenida a partir del
modelo global. En ella se representa el logaritmo natural de la fraccion de
supervivientes en funcion del tiempo de tratamiento y la intensidad de campo
eléctrico para cada temperatura de entrada. Para ambas temperaturas e
independientemente de la intensidad de campo, ambas superficies muestran, para
tiempos cortos de tratamiento, un rapido incremento de la inactivacion,

ralentizandose la inactivacion a medida que aumenta el tiempo de tratamiento.

Uno de los objetivos de la microbiologia predictiva en alimentos es encontrar
parametros que den informacion sobre la resistencia de los microorganismos frente
a una tecnologia de conservacion. Un estudio publicado por el National Advisory
Committee on Microbiological Criteria for Foods (2006) sugiere que uno de los
principales problemas para el desarrollo de la tecnologia de los PEAI es la falta de

modelos cinéticos donde se puedan obtener parametros cinéticos primarios, que

-92 -



Resultados Capitulo 2: Saccharomyces cerevisiae

describen la velocidad de inactivacion, y parametros secundarios, que describen la
variacion de los parametros primarios al variar una variable del proceso. El
presente estudio propone un parametro z, , usado previamente en otros estudios
(Alvarez y col. 2003b; Rivas y col. 2006b), observando su evolucién cuando se

varia la temperatura de entrada.

a

InS

InS

16 3 10 E
¢ (X 1000,0)

Figura IV.2.4. Superficie de respuesta predichas por los modelos globales (Ec.II1.2.8 and
Ec.I1.2.9) para la inactivacion por PEAI de Saccharomyces cerevisiae a 10 °C (a) y 32 °C

(b).
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Los parametros B y 6 (Tabla IV.2.6), obtenidos a partir de las ecuaciones de
los modelos simplificados (Ec.IV.2.9 y Ec.IV.2.10) pueden ser usados para calcular
parametros secundarios semejantes al valor de z usado en el modelo de Bigelow
para tratamientos térmicos. Se puede definir z, como el incremento de la intensidad
de campo eléctrico requerido para alcanzar una reduccion logaritmica del valor del
factor de escala. Este parametro proporciona informacion de la sensibilidad de a a

la tecnologia de los PEALI
z, (10 °C) = 30.76 kV/ecm
7, (32°C)=25.31 kV/ecm

Cuando el tratamiento por PEAI se combina con un incremento de la
temperatura de entrada hasta 32°C se produce una disminuciéon del valor de z,,
indicativo de que la sensibilidad de factor de forma es mayor cuando se combina
PEAI y temperatura que con tratamientos de solo PEAI. El valor de z, (43,1
kV/cm) obtenido para el caso de E. coli (Rivas y col. 2006b) suspendido en el
mismo alimento y tratado por PEAI revela que el factor de escala para el E. coli es
menos sensible al tratamiento por PEAI para este tipo de bebida que en el caso del
factor de escala para el S. cerevisize. Otros autores (Alvarez y col. 2003b),
trabajando con tampoén Mcllvaine (pH 7,0), y con similares tratamientos
(intensidad de campo eléctrico, tiempo y temperatura maxima de tratamiento),
calcularon los valores de z, para tres cepas de Salmonella y obtuvieron valores
ligeramente inferiores que los obtenidos en este estudio. Alpas y col. (1998),
trabajando con altas presiones en L. innocua, observaron la existencia de un efecto
de la temperatura en los parametros cinéticos secundarios. Por tanto, el valor de z,
puede ser considerado como un parametro de disefio para los PEAI debido a que
puede ser usado para buscar un microorganismo de referencia para los tratamientos

por PEAL
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El estudio energético solo muestra un efecto sinérgico cuando se combinan
temperatura y pulsos en tratamientos que generan bajos niveles de energia, sin
embargo, a partir de un valor energético, un aumento de la temperatura de entrada
no produce un incremento de la inactivaciéon. Los estudios energéticos son una
herramienta util para la industria alimentaria debido a que ayudan a seleccionar el
mejor tratamiento ya que tiene engloba la intensidad de campo, el tiempo de

tratamiento y la temperatura en un solo parametro.

Los modelos matematicos son una herramienta fundamental para optimizar la
produccion y la cadena de distribucion de los alimentos. Las curvas de
supervivencia obtenidas en este estudio no siguen cinéticas de primer orden siendo
la funcidon de distribucion de Weibull la que mejor se ajusta a los datos
experimentales. A la vista del comportamiento de los parametros (a, n), el modelo
puede ser simplificado a una funcidén dependiente de la intensidad de campo y
tiempo de tratamiento para cada temperatura de entrada, permitiendo obtener de
este modo parametros cinéticos secundarios (z,). Estos parametros describen el
comportamiento del parametro a, indicativo de la resistencia del S. cerevisiae a los
PEAI y con ellos es posible identificar un microorganismo de referencia para
disefar las condiciones Optimas de proceso. El estudio de los efectos de los factores
externos en la inactivacion es una herramienta basica en el APPCC, ya que
proporciona informacion sobre los limites de seguridad del proceso y por tanto
ayuda en la toma de decisiones. En este estudio, la variacion en la temperatura de
entrada del producto revela una dependencia de los parametros de Weibull de la
temperatura. Sin embargo, estudios adicionales son necesarios para confirmar la
utilidad del modelo de Weibull para obtener parametros cinéticos primarios y
secundarios para otros microorganismos y en otros alimentos, ademas de

comprobar el efecto de la temperatura sobre los parametros cinéticos.
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IV.3.1 INTRODUCCION.

La estabilizacion de los zumos citricos normalmente se alcanzan mediante una
o dos etapas de pasteurizacion, evitando asi el deterioro microbiologico y de la
calidad debido a la accion enzimatica. La accion de la pectin-metilesterasa
(EC3.1.1.11) es la principal causa de la pérdida de calidad en zumos de citricos
(Braddock, 1999; Elez-Martinez y col., 2007), al producir una clarificacion del
zumo como resultado de una esterificacion de la pectina durante su procesado y
almacenamiento (Kimball, 1991). En el caso de la pasteurizacion térmica, al ser los
microorganismos mas sensibles que la pectin-metilesterasa, ésta se toma como
indicador para determinar el tratamiento térmico idoneo. Desafortunadamente, el
tratamiento térmico induce cambios fisicos y quimicos no siempre deseables,
especialmente en el caso de los zumos derivados de citricos (Giner y col., 2001).

La efectividad de los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad en la inactivacién
microbiologica ha sido comprobada en diversos alimentos, como la leche, los
zumos de frutas y vegetales y el huevo liquido. De igual modo, numerosos estudios
han mostrado la habilidad de los PEAI en inactivar enzimas en alimentos o
sustratos de referencia. En el caso de un alimento complejo, como es el caso de una
bebida de zumo de naranja y leche, los PEAI se ha visto como una tecnologia de
conservacion valida tanto desde un punto de vista microbiologico (Rivas y col.,
2006 (a); Rivas y col., 2006 (b); Sampedro y col., 2006 (a); Sampedro y col., 2006
(b)) como nutricional (Rivas y col., 2006 (c)). Sin embargo, no existen estudios
profundos del efecto de los PEAI en la actividad enzimatica de la PME en bebidas
de este tipo.

El National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods (2006)
ha comentado que la escasez de modelos predictivos y de parametros cinéticos
impiden una adecuada comparacion de los diferentes estudios de PEAL
Tradicionalmente, los intentos de obtener estos modelos se han focalizado en

aspectos microbioldgicos, que por otra parte son necesarios para obtener alimentos
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seguros. Sin embargo, en zumos de citricos o derivados, la pectin-metilesterasa es
mas resistente a las tecnologias de conservacion que los microorganismos
alteradores o patéogenos mas comunes, haciéndose imprescindible la obtencion de
modelos que describan la inactivacion de la PME para asi obtener alimentos
seguros y que mantengan su calidad original. Como se ha indicado anteriormente,
existen numerosos estudios de inactivacion enzimatica por PEAI, pero hay una
escasez de estudios que la modelicen. (Elez-Martinez y col., 2006; Elez-Martinez y
col., 2007; Min y col., 2003; Rodrigo y col., 2003;).

Se ha verificado que la combinacion de temperatura y tecnologias no térmicas
(Altas Presiones o PEF) es una estrategia adecuada para incrementar la
inactivacioén enzimadtica (Ho y col., 1997; Van Loey y col. 2002; Yeom y col.,
2000). El objetivo del presente estudio era encontrar un modelo matematico que
pueda explicar la inactivacion de la PME en una bebida de zumo de naranja y leche

como resultado de combinar el efecto de la temperatura y los PEAL

IV.3.2 MATERIALES Y METODOS.
IV.3.2.1 Preparacion de la bebida.

La bebida consta de zumo fresco de naranja (extraido a partir de frutas lavadas
de la variedad Valencia Late mediante extractores rotatorios de zumo situados en la
planta piloto del Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA)),
leche UHT desnatada (origen comercial), pectina de alto metoxilo (Unipectine,
Degussa Texturant Systems France SAS, Boulogne, France), agua destilada y
azucar (origen comercial). Y su formulacion es: zumo (50% (vol/vol)), agua (30%
(vol/vol)), leche (20% (vol/vol)), azucar (7.5% (wt/vol)) y pectina (0.3% (wt/vol)).
El azicar y la pectina se adicionaron al agua en primer lugar. La bebida era

preparada inmediatamente antes de realizar los tratamientos.

Se determiné en la bebida la conductividad eléctrica (Crison 525

conductimeter, Crison Instruments SA, Alella, Barcelona, Spain) y el pH (Crison
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2001 pH-meter, Crison Instruments SA, Alella, Barcelona, Spain). Los resultados

fueron los siguientes: una conductividad eléctrica de 2.91 mS cm™ y un pH de 4.00.

IV.3.2.2 Ensayo de la Pectin metilesterasa.

La actividad de la PME se determind mediante la medicion de la liberacion de
acido por unidad de tiempo a pH 7.0 y 22°C (Crelier et al., 1995). En primer lugar
se prepara una mezcla de bebida (5 mL) y una solucién de pectina citrica al 0,35%
(30 mL) conteniendo 0,12 mM de NaCl. Previo a la adiciéon de la muestra, la
solucion de pectina se ajust6é a un pH de 7,0. Durante la hidrélisis a 22°C, el pH se
mantenia a 7 por la adicion de NaOH a 0,05 N mediante un “pH-stat titrator”
(Metrohm, Switzerland). Cada 2 s, para tiempos de reaccion de 5 o 10 minutos, se
registro el consumo de NaOH al 0,05 N. La actividad de la PME es proporcional a
la velocidad de consumo de NaOH (AVNaOH)/ At. Una unidad de la actividad de
PME puede ser expresada como la cantidad de enzima que produce 1 pumol de
acido por minuto a pH 7'y 22 °C:

PMEU /mL) = %1000 (Ec.IV.3.1)
donde V es el volumen de NaOH usado durante la valoracion; N es la normalidad

del NaOH (0.05 N); V; es el volumen de la muestra y ¢, es el tiempo de reaccion.

IV.3.2.3 Sistema de tratamiento por PEAI
El equipo de PEAI utilizado se ha descrito en el apartado [V.1.2.4.

El flujo de producto se ajusté a 60 ml/min mediante una bomba peristaltica
(Millipore Corporation, Bedford, MA). Se aplicaron pulsos cuadrados bipolares de

un ancho de 2.5 us. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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1V.3.2.4 Diseifio del estudio cinético.

La inactivacion de la PME en la bebida combinando los tratamientos térmicos
y los PEAI se estudi6 mediante un disefio factorial con 4 intensidades de campo
eléctrico (10, 20, 30 y 40 kV/cm), 3 temperaturas de entrada (30, 35 y 40 °C), y 6
tiempos de tratamiento (entre 0 y 1900 ps) diferentes para cada uno de las 12
combinaciones intensidad de campo / temperatura (Tabla 1V.3.1). Los tiempos de

tratamiento se eligieron dependiendo de las expectativas de inactvacion.

Tabla IV.3.1. Condiciones de tratamiento usados en este estudio.

Variables Rango
E (kV/cm) 10-40
t (us) 0-1900

Temperatura entrada (°C) 30-40
Temperatura salida (°C)  30-65

La actividad residual (RA) de PME obtenida tras cada tratamiento por PEAI se

define como:

RA=A4/4, (Ec.IV.3.2)

donde A es la actividad de PME tras el tratamiento y A, es la actividad inicial de
PME antes de cada tratamiento.

En el estudio cinético, las curvas de inactivacion obtenidas se ajustaron a
varios modelos descritos en la literatura, usados para explicar curvas de
supervivencia de microorganismos tratados pr PEAI o por otras tecnologias de
conservacion. La seleccion de los modelos se bas6 en su capacidad para explicar
curvas de supervivencia que presentan “hombros”. Mientras que el modelo de
Weibull se ha usado previamente en otros estudios para describir la inactivacion

enzimatica (Elez-Martinez y col., 2007; Rodrigo y col., 2003), los modelos Log-

- 106 -



Resultados Capitulo 3: Pectinmetilesterasa

logistico y de Baranyi no se han usado nunca para explicar la inactivacion

enzimatica.

Modelo de Baranyi:

El modelo de Baranyi se desarroll6 originalmente para curvas de crecimiento
microbiologico (Baranyi y col., 1993; Baranyi y Roberts, 1994), sin embargo
Xiong y col. (1999) adaptaron este modelo a curvas de supervivencia, obteniendo

las siguientes ecuaciones:

l0g o RA =log,, (g, + (1= g,)e =) (Ec.IV.3.3)
donde
2
B() = r (l ln% +4/3 arctanﬂ +4/3 arctanL)
32 ri-rt+t 3 V3 (Ec.IV.3.4)

Este modelo se adapta bien a curvas de tipo sigmoidal. El parametro qg, puede
ser usado como un indicador de la presencia de colas en las curvas de inactivacion.
El parametro k. es el ratio maximo relativo de inactivacion y puede ser
considerado como la velocidad constante de inactivacion para la fase lineal de la
curva. Por ultimo, B(t) es la funcion de ajuste para colas, y se define por medio de
r, que es el tiempo requerido para que la velocidad relativa de inactivacion alcance
la mitad de la velocidad maxima relativa de muerte (Kyax).

La ventaja de este modelo es su flexibilidad, ya que se adapta tanto a curvas no
sigmoidales como a curvas que no presenten colas (qg = 0) (Ec.IV.3 5):

t—B(1)

log,, R4 =~ D

min (ECIV35)
donde Dmin = 2.303/kmax, siendo Dmin el tiempo minimo de reducciéon decimal,
y se define como el minimo tiempo requerido para obtener una reduccion de un

ciclo logaritmico de la actividad enzimatica a una temperatura de referencia.
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Modelo de Weibull:
El modelo de Weibull se define por la Ec.IV.3.6:

LogRA = —[Lj (Ec.IV.3.6)
a

donde a y n son los factores de escala y forma respectivamente. El factor de escala
es un tiempo en concreto que representa el tiempo necesario para alcanzar la
primera reduccion decimal (RA = 0,10). El factor de forma se interpreta como un
indice del comportamiento (Cunha y col., 1998). Este modelo es interesante para
explicar la cinética de degradacion quimica, enzimatica y microbioldgica, que
pueden considerarse como fallos del sistema tras ser sometido el producto a
condiciones de estrés en un tiempo dado (Collado y col., 2003). La velocidad de
fallo para el modelo de Weibull es una funcion creciente con el tiempo para n > 1,
y una funcién decreciente para n < 1. El factor de escala (a) es igual que el tiempo
de reduccion decimal (D) cuando n = 1, ya que la ecuacion representa el modelo
tradicional log-lineal. Cuando n # 1, se necesitan ambos parametros, a y n, para

predecir el nivel de inactivacion enzimatica.

Modelo Logistico:

El modelo de Whiting (1993), derivado del modelo de Kamau y col. (1990),
tiene en cuenta la presencia de “hombros” en la parte inicial de la curva de
supervivencia. Por otro lado, se distinguen dos poblaciones bacterianas o
fracciones enzimaticas, con una de ellas con una mayor resistencia. Esto lleva a
una curva de inactivacion con linealidad diferente, presentando la segunda una
menor pendiente negativa (presencia de colas).

E(+exp(-bt)) | (1= F)(L+exp(-byt,))
T+ exp(b, (t—t,) 1+ exp(b, (t—t,)

loglo(i) = log (Ec.IV.3.7)
AO
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con b;siendo la velocidad maxima de inactivacion especifica de la poblacion
mayoritaria (1/us); b,, la velocidad maxima de inactivacion especifica de la otra
subpoblacion (1/ps); F;, la fraccion de enzima inicial correspondiente a la
poblacion mayoritaria; (/1—F;), la fraccion de enzima inicial correspondiente a la

otra subpoblacidn; y #, el tiempo que dura el “hombro” de la curvar (us).

De igual modo que en el modelo de Baranyi, el modelo Logistico se adapta a
diferentes tipos de curvas de inactivacion. La Ec. IV.3.8 es la que mejor se adapta a
las curvas que presentan un hombre inicial seguida de una caida lineal:

F]ZI; t[?éo

log,, (Ai) =log,, (Ec.IV.3.8)

0

1+exp(=bt,)
1+exp(b,(t—t,)

IV.3.2.5 Analisis estadistico.

Se llevaron a cabo tratamientos por triplicado. Los resultados obtenidos se
expresaron como media de las medidas = desviacion estandar. Tanto los analisis de
la varianza de los resultados como las regresiones no lineales usadas para calcular
los parametros de los modelos se realizaron con el software Statgraphics Centurion
XV 15.1.03 (Statistical Graphics Corp.).

La precision del ajuste de los modelos se evaludé por medio de los analisis del
Error Cuadratico Medio (MSE) y del “Accuracy Factor” (Af).

El MSE se define a partir de la siguiente ecuacion

__ Y(predicho—observado)?
n-p

MSE

(Ec.IV.3.9)

donde n es el nimero de observaciones y p es el nimero de parametros a estimar

por el modelo. A menor valor de MSE, mejor es el ajuste dado por el modelo.

El Accuracy factor se define con la siguiente ecuacion (Ross, 1996):
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E‘ log,o (predicho / observado)‘

Af =10 n (Ec.IV.3.10)

donde 7 es el nimero de observaciones. A valores mas cercanos a 1 mejor es el

ajuste dado por el modelo.

IV.3.3 RESULTADOS.

IV.3.3.1 Estudio de inactivacion.

La Figura IV.3.1 muestra las curvas de inactivacion de la PME obtenidas como
resultado de someter la bebida a los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad, variando
la intensidad de campo eléctrico (E), el tiempo de tratamiento (¢) y la temperatura
de entrada del alimento (7). La maxima inactivacion alcanzada fue del 95,8% al
aplicar un tratamiento de 20 kV/cm, 800 us, y 40 °C de temperatura de entrada.
Elez-Martinez y col. (2007) alcanzaron una inactivacion de la PME del 80% en
zumo de naranja (35 kV/cm; 1500 ps; pulsos cuadrados bipolares de 4 ps;
temperatura maxima 37,5 °C), y Sampedro y col. (2009) obtuvieron una
inactivacion del 90% PME aplicando 25 kV/cm y una temperatura maxima de 65
°C en zumo de naranja y leche. Espachs-Barroso y col. (2006) estudiaron el efecto
de los PEAI en PME purificada de varios origenes (naranja, tomate, zanahoria t
banana) observando que la inactivacion de la PME era influida por el origen de la
misma. Incluso, para un mismo alimento, el tipo de variedad del mismo influye en
la inactivacion, tal y como observd Sentandreu y col. (2006) al estudiar la
inactivacion de la PME por PEAI (25 kV/cm; 340 ps; temperatura maxima 63 °C)
en zumo de naranja de tres variedades (Clementina, Ortanique, and Valencia Late).
Estos autores alcanzaron niveles de inactivacion del 90,6% (Valencia Late), 88,3%
(Clementina), and 85,2% (Ortanique). En otros productos que contienen zumo de
naranja, como es el caso de zumo de naranja-zanahoria, se han obtenido

inactivaciones de PME del 81,4% (25 kV/cm; 340 us; temperatura maxima 63 °C),
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menores a los obtenidos en zumo de naranja con similares condiciones de
tratamiento (Rodrigo y col. 2003) Por tanto, esta variedad en los resultados se debe

principalmente a las diferentes condiciones de tratamiento y al tipo de alimento.
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Figura IV.3.1. Curvas de inactivacion de PME en una bebida de zumo de naranja y leche
tratada por PEAI (#10kV/cm; 020 kV/cm; A30 kV/cm; 040 kV/ecm) a diferentes
temperaturas de entrada: (a) 30 °C; (b) 35 °C; (c) 40 °C.
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Tal y como era de esperar, en el rango de temperaturas estudiada, al aumentar
la intensidad de campo eléctrico y el tiempo de tratamiento se incrementa la
inactivacion de la PME (p < 0,05). Este efecto se ve potenciado al aumentar la
temperatura de entrada (Figura I'V.3.2). Similar comportamiento fue observado por
Rodrigo y col. (2003) al tratar zumo de naranja-zanahoria por PEAI (25 kV/cm;
340 ps) a dos niveles de temperatura (27 °C and 57 °C).
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Figura IV.3.2. Comparacion de las curvas de inactivacion de PME a 40 kV/cm, variando la
temperatura de entrada (30 °C (0); 35 °C (0); 40 °C (A)).

Se observa que las curvas de inactivacion obtenidas no siguen una tendencia
lineal con el tiempo de tratamiento. Estas presentan hombros, observandose
tiempos umbrales diferentes para cada intensidad de campo eléctrico y temperatura
de entrada de producto. Para tiempos de tratamiento iguales o superiores a los
tiempos umbrales, un incremento de la temperatura de entrada implica un aumento
de la inactivacion (p < 0,05) (Figura IV.3.1), indicativo de una disminucion de la
resistencia enzimatica a los PEAI. Por otro lado, para la intensidad de campo de 40
kV/cm, al aumentar la temperatura de entrada disminuye la duracion de los
hombros (90 us para 30 y 35 °C; 60 us para 40 °C) (Figura 1V.3.2). Hay varias
hipotesis para explicar el alejamiento de la linealidad de las curvas de inactivacion

de enzimas tratadas por PEAIL En el caso de la presencia de colas en las curvas de
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inactivacion de POD en zumo de naranja, Elez-Martinez y col. (2006), de igual
modo que Clemente (1998, 2002) en el caso de POD tratada térmicamente,
sugieren la presencia de isoenzimas o de fracciones con diferentes resistencias.
Varios estudios han sido publicados sobre la desintegracion de las membranas
celulares en tejidos vegetales por efecto de los PEAI (Asavasanti y col., 2011;
Fincan y Dejmek, 2002; Jemai y Vorobiev, 2006; Lebovka y col., 2004). Gurdejan
y col. (2007) observaron una mejora en la extraccion de compuestos funcionales
del aceite de semillas de colza al aplicar tratamientos de PEAI tan suaves como de
5y 7 kV/ecm. Como resultado del fenomeno anteriormente descrito, tratamientos
suaves de PEAI puede incrementar la extraccion de PME procedentes de la pulpa
residual del zumo, contrarrestando la inactivacion producida, explicandose asi la
presencia de hombros en las curvas de inactivacion para tratamiento de baja

intensidad.
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Resultados

Tabla IV.3.2. Valores de los parametros de los modelos de Weibull, Baranyi, y

Logistico + desviacion estandar obtenidos al ajustarse a los datos experimentales

de inactivacion de PME.

L 00T BOT

TODDFLIEDD
SORTFERTOD
TI00T=2000
COBOTSTO00

Ol GFETEETIEL

WIFIFTE
TEFLIHT
SEEELRT

FERTRE TE

BT
CEI00Feass T
BETOOROTLET
SEUITSET

OF ORI RTL

GLULFIEGSC

D5 TIFFETLE

o

TTDFFET00
CODOTUFELTOD
TO000+0G0070
EOROTF L0000

AT ET
SCTTTRTHOT
TSTFEFEET

TP 18878 TL

BRETRIFI T
BESTROELAT
TE a0k
EE TESTFEE B11

oG IFTFST
SFITORFIES T
FIRFTE0E

CLEERECIL T

wy
rry

TO0DFISTO0
LODTFDT0
CODOTUFEE00T0
FORTROTO00

HIFETSE

CLIRIRTY QEF0CLET

ECTERQEILE
PR 0 LD 0

TR
[
CESTIFEMLT
BLIDRTFECT

T8 LLFTONELE

0E
o
01

(=) %

CoASIE0T

iy

NTEEY,

Eiye

()
oAaSE odmyy

FEREEIIT

114 -



Resultados Capitulo 3: Pectinmetilesterasa

1V.3.3.2 Estudio de la evolucién de la temperatura.

La temperatura maxima de tratamiento es un factor a tener en cuenta en los
estudios de inactivacion por PEAI tanto en enzimas como en microorganismos
debido a su influencia en los valores de inactivacion alcanzados (Vega-Mercado y
col., 1996; Sensoy y col.,, 1997; Liang y col., 2002; Septlveda y col., 2005;
Korolczuk y col., 2006). Esta temperatura depende de numerosos factores:
intensidad de campo eléctrico, tiempo de tratamiento, caracteristicas del pulso
aplicado (duracién y tipo de pulso), propiedades del producto (basicamente la
conductividad eléctrica del mismo) y la temperatura inicial del producto. En este
estudio, donde los factores concernientes al producto y a las caracteristicas del
pulso se mantienen constantes, la temperatura final depende de la intensidad de
campo eléctrico (E), el tiempo de tratamiento (f) y la temperatura inicial del
producto (7y):

Tmax(E, t, To) = To + AT (Ec.IV.3.11)
donde AT es el incremento de la temperatura debido al tratamiento. Si mantenemos
constante la intensidad de campo eléctrico, existe una relacion entre el incremento
de la temperatura y el tiempo de tratamiento, que puede ser descrito mediante la
siguiente ecuacion (Ec.IV.3.12):

AT =orgt+ orE (Ec.IV.3.12)

Ajustando los datos experimentales de AT a la ecuacion anterior, se obtienen
los valores de las pendientes de las curvas obtenidas, las ordenadas en el origen y
los coeficientes de determinacion en funcion de la intensidad de campo eléctrico
(Tabla IV.3.3). Se puede observar que el valor de las pendientes de las regresiones
lineales es dependiente de la intensidad de campo pero, para una intensidad de
campo determinada es independiente de la temperatura inicial del producto (p <
0,05). Por tanto, el incremento de la temperatura depende Unicamente de la
intensidad de campo eléctrico y del tiempo de tratamiento.

AT =f (E, t). (Ec.IV.3.13)
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A la vista de estos resultados y para aumentar la robustez de estos resultados,

9£>%r ) independientemente de

se recalcul6 los parametros de la regresion lineal (
la temperatura aplicada (Tabla IV.3.3). Ademas se observe una relacion entre el
valor de los parametros y la intensidad de campo eléctrico de acuerdo con las

ecuaciones IV.4.14 y IV.4.15:

o =0,001E"%% (Ec.IV.3.14)

®=-0,005E> +0,0302F —0,3436 (Ec.IV.3.15)

Por tanto, al introducir las ecuaciones 1V.4.12, IV.4.14 y IV.4.15 en la
ecuacion 1V.4.11, se obtiene la ecuacion de un modelo matematico experimental
que relaciona la temperatura maxima de tratamiento con la temperatura inicial del

producto, la intensidad de campo eléctrico y el tiempo de tratamiento (Ec.IV.3.16):
T =T, +0,0001E"*%t-0,0005E> +0,0302E —0,3436 (Ec.IV.3.16)

A la luz de estos resultados es posible calcular la temperatura maxima de
tratamiento en funcion de la temperatura de entrada, la intensidad de campo
eléctrico y el tiempo de tratamiento aplicado. Ademas se comprueba que para el
producto estudiado, el incremento de la temperatura debido al tratamiento es
independiente de la temperatura de entrada del mismo.

Por lo tanto, aunque es complejo llevar a cabo estudios cinéticos basados en la
temperatura maxima de tratamiento debido a su dependencia de las condiciones de
tratamiento, la relacion aqui obtenida (ec.IV.3.16) que relaciona la temperatura
maxima de tratamiento con la temperatura de entrada, la intensidad de campo y el
tiempo de tratamiento, hace posible llevar a cabo estudios cinéticos de inactivacion

en funcion de la temperatura de entrada del producto.
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Tabla 1V.3.3 Valores de los parametros de la regresion lineal del incremento de

temperatura al variar la intensidad de campo eléctrico y temperatura de los alimentos de

entrada.

Intensidad Temperatura , — —
Campo eléctrico entrada ° R o @
(KV/em) ©C) CCh (Clrs) - €O

30 0,0081 0,9990
10 35 0,0080 0,9991 0,0080 -0,0933

40 0,0081 0,9970

30 0,0312  0,9932
20 35 0,0296  0,9933  0,0300 0,0827

40 0,0289  0,9934

30 0,0596  0,9870
30 35 0,0623  0,9924 0,0606 0,1225

40 0,0605 0,9857

30 0,1113 0,9918
40 35 0,1032 0,9708 0,1087 0,0438

40 0,1135 0,9907

IV.3.3.3 Estudio cinético.
1V.3.3.3.1_Calculo de los parametros cinéticos.
Modelo de Baranyi

Los valores de los parametros del modelo de Baranyi ( y D,,;,) s€ muestran en
la Tabla IV.3.2. Para intensidades comprendidas entre 20 y 40 kV/cm, el parametro
r se puede considerar como parametro cinético ya que disminuye su valor al
aumentar la intensidad de campo eléctrico (p < 0,05) independientemente de la
temperatura de entrada. Sin embargo, en relacion con el efecto de la temperatura de
entrada, no se observa una tendencia de los valores del parametro al variar la
temperatura, por tanto, el parametro r no puede considerarse como representativo

de la resistencia de la PME en las condiciones de trabajo estudiadas. Mediante una
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regresion multiple se obtuvo una relacion entre el logaritmo de r, la temperatura de
entrada, y la intensidad de campo eléctrico, considerando log r como variable
dependiente (Ec.IV.3.17) (R = 0,9162). La influencia de la temperatura y la
intensidad de campo eléctrico sobre el parametro r se estudid mediante una
ANOVA multifactor de r con 7y E como factores (Tabla IV.3.4). Se observo que
la intensidad de campo eléctrico tenia una mayor influencia sobre el pardmetro que

la temperatura de entrada del alimento (mayor valor del F-ratio).

20 <E (kV/em) <40
logr = 0,175436 + 0,136007*T — 0,00215227*T*  0,00184664*E*+
0,00169468*E*T (Ec.IV.3.17)

Tabla 1V.3.4. Influencia de las variables intensidad de campo eléctrico y temperatura de

entrada sobre los parametros de los modelos de Weibull, Baranyi, y Logistico.

Modelo Parametro Variables F-ratio

E 447,00
Weibull Log a
T 50,95
E 115,93
Log Dmin
) T 38,27
Baranyi
E 28,84
Logr
T 6,15
E 91,23
b,
T 11,03
Logistico
. E 119,83
og t;
& T 22,92

Respecto del parametro D,,;,, sus valores muestran que no se puede considerar
como un indicador de la resistencia de la enzima debido a que se observa una

tendencia definida al variar tanto la intensidad de campo como la temperatura de
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entrada (tabla IV.3.2). Como en el parametro r, la intensidad de campo tiene una
mayor influencia en el valor de D,,;, que la temperatura de entrada (tabla IV.3.4).
Modelo de Weibull

Como se muestra en la tabla 1V.3.2, los valores de a del modelo de Weibull
dependen significativamente (p < 0,05) de la intensidad de campo y la temperatura
de entrada, ya que disminuye su valor al aumentar tanto la intensidad como le
temperatura. Por tanto, el parametro puede considerarse como un indicador de la
resistencia de PME al tratamiento por PEAI. Existen estudios contradictorios
acerca del parametro a como indicador de resistencia enzimatica a los PEAL
Mientras Rodrigo y col. (2003) lo consideran como un indicador de resistencia en
el caso de la PME en zumo de naranja-zanahoria, Elez-Martinez y col. (2007) no lo
considera en zumo de naranja, ya que su valor no depende de la intensidad de
campo eléctrico, posiblemente debido a la gran variabilidad que presentan los
valores. Sin embargo, en el caso de la inactivacion de POD en zumo de naranja
para tratamientos comprendidos entre 5 y 35 kV/cm y tiempos menores a 1500 ps,
el parametro de escala depende del valor de E, y su valor disminuye al aumentar la
intensidad de campo eléctrico (Elez-Martinez y col. 2006).

Para el rango de intensidades estudiado, se realiz6 una regresion lineal multiple
para calcular la relacion entre el logaritmo de a, la intensidad de campo y la
temperatura de entrada, obteniéndose un nivel de confianza del 99% y una R* de

0,98 (Ec.IV.3.18).

log a=15,09567 — 0,0171546*T — 0,0998034*E + 0,00123509*E>  (Ec.IV.3.18)

En el caso del parametro n de Weibull no se observa una tendencia en sus

valores al variar la intensidad de campo o la temperatura de entrada (Tabla IV.3.2).
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De igual modo que los parametros r y D,,;, del modelo de Baranyi, los analisis
de la varianza de los valores de @ y n indican que la intensidad de campo eléctrico
tiene una mayor influencia en ellos que la temperatura de entrada (Tabla IV.3.3).
Modelo Logistico

Tal y como se observa en la tabla 1V.3.2, el parametro b; es dependiente tanto
de la intensidad de campo como de la temperatura, incrementandose su valor al
aumentar ambas condiciones de tratamiento (p < 0,05), pudiéndose considerar
dicho parametro, por tanto, como una medida de resistencia de la PME a los PEAI
como a los PEAI combinados con calor.

La dependencia del valor de b; respecto de la intensidad de campo y la
temperatura se calculd por medio de una regresion lineal multiple, obteniéndose
una relacién entre b; y dos variables independientes (Ec.IV.3.19). La relacion entre

las variables es significante al 99%.

b, = 8,932%107° — 129176*10°*E — 9,25519%10°*7° + 8,94694*10°*E* +
4,56094*10°*T*E (Ec.IV.3.19)

El estadistico R* indica que el modelo ajustado explica el 96,898% de la
variabilidad de b;.

De igual modo que b;, la duracion del hombro de las curvas de inactivacion ()
depende tanto de la intensidad de campo eléctrico como de la temperatura de
entrada del producto. Se observa un descenso de su valor al aumentar tanto la
intensidad de campo como la temperatura (p < 0,05) (Tabla 1V.3.2), por tanto, el
parametro ¢ también se puede considerar como un indicador de la resistencia de la
PME a la tecnologia.

De igual modo que los parametros de los modelos anteriormente descritos, se

realiza una regresion multiple, obteniéndose la Ec.IV.3.20 con un R? del 92,8%,
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que relaciona el logaritmo de (#) y las dos variables independientes al

significativamente al 99%.

Log(t) = 4,73914 — 0,0275946* T -0,0664038*E + 0,000691664*E>  (Ec.IV.3.20)
Como se observa en los otros parametros, #; es influenciada en mayor medida
por la intensidad de campo que por la temperatura de entrada (Tabla IV.3.3).
La obtencion de ecuaciones que relacionan los parametros cinéticos con las
variables tecnologicas es un paso previo fundamental para la obtencion parametros

cinéticos secundarios y de modelos predictivos.

111.4.4.3.2 Seleccion del modelo.

La tabla IV.3.5 muestra los valores del MSE y del Accuracy Factor de los
modelos Logistico, Baranyi y Weibull obtenidos al ajustar las curvas de
inactivacion. Los modelos se eligieron por su habilidad para explicar curvas de
inactivacion que presenten hombros, de ahi que los valores de MSE y de Af sean
cercanos a 0 y 1, respectivamente, y por tanto, todos los modelos presenten un
buen ajuste. Consecuentemente, la seleccion del modelo que mejor describa las
curvas de inactivacion se basard en la presencia de pardmetros cinéticos en los
modelos y en su comportamiento con las condiciones estudiadas.

En el caso del modelo de Weibull, aunque presente un parametro cinético (a)
que depende tanto de la intensidad de campo como de la temperatura (Ec.IV.3 18),
no es posible obtener un modelo simplificado porque el parametro de forma (7) no
presenta una tendencia definitiva cuando varia la temperatura o la intensidad de
campo. En el modelo de Baranyi, el parametro r es solo indicador de la resistencia
para el intervalo de intensidades entre 20 y 40 kV/cm (Ec.IV.3.17), y por tanto, la
simplificacion que se pudiese obtener de este modelo no abarcaria todas las
condiciones estudiadas. El Logistico es el modelo que mejor describe las curvas de

inactivacién debido a que sus parametros (b; y #) pueden considerarse como
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indicador de la resistencia de la enzima a los PEAI, presentando una tendencia en
su comportamiento tanto al variar la intensidad como la temperatura (Ec.IV.3.19 y
Ec.IV.3.20). Debido a lo anterior, es posible obtener un modelo simplificado que

incluya el efecto del tiempo de tratamiento, la intensidad de campo y la

temperatura de entrada para todas las condiciones estudiadas.

Tabla I11.3.5. Valores de MSE y “Accuracy factor” de los modelos estudiados.

Temperatura Intensidad Weibull Baranyi Logistic
entrada Campo Eléctrico MSE Af MSE Af MSE Af
(() (kV/cm)
10 0,0112 11,1549 0,0006 1,0413 0,0003 1,0293
20 0,0022 11,0881 0,0016 1,0755 0,0025 1,0938
¥ 30 0,0014 11,0631 0,0015 1,0667 0,0016 1,0599
40 0,0014 11,0684 0,0015 1,0711 0,0014 1,0669
10 0,0008 11,0481 0,0465 1,3604 0,0028 1,0889
20 0,0006 11,0360 0,0004 1,0359 0,0003 1,0316
» 30 0,0015 11,0610 0,0012 1,0583 0,0015 1,0662
40 0,0008 11,0473 0,0005 1,0391 0,0010 1,0524
10 0,0018 11,0720 0,0024 1,0886 0,0016 1,0630
20 0,0210 1,2742 0,0197 11,2728 0,0187 1,2597
* 30 0,0070 11,1273 0,0064 1,1336 0,0051 11,1221
40 0,0025 11,0787 0,0020 11,0592 0,0031 1,0947

111.4.4.3.3 Simplificacion del modelo Logistico.
El objetivo final de cualquier estudio cinético debe ser la obtencion de un
modelo que englobe el mayor numero de condiciones de tratamiento (en nuestro

caso, el tiempo de tratamiento, la intensidad de campo eléctrico y la temperatura de
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entrada del producto), y de este modo ser una herramienta fundamental para la
implantacion de cualquier proceso de conservacion a escala industrial.

Es posible obtener un modelo simplificado al sustituir las ecuaciones
EcIV.3.19 y Ec.IV.3.20 en la Ec.IV.3.8, que define al modelo Logistico,
obteniendo de este modo, una ecuacién que relaciona el logaritmo de (RA) con la
intensidad de campo, el tiempo de tratamiento y la temperatura de entrada

(Ec.IV.3.21).

1+ exp(—(at + SE + 2T° + 0B + eTE)(10* 7))

1+exp((a + BE + yT* + SE* + €TE)(t — 10707+
(Ec.IV.3.21)

Tabla IV.3.6. Parametros estimados obtenidos al ajustar los modelos globales (Ec.IV.3.8 y

Ec.IV.3.9) a la totalidad de los datos experimentales.

Parametro Estimacion
A 0,0069+0,0090
B -0,0002+0,0007
X -6,83E-6+9,55E-6
A -3,77E-7+8,32E-6
E 2,10E-5+1,18E-5
) 4,7060+0,1361
0] -0,0208+0,0023
r -0,0746+0,0041
H 0,0008+7,79E-5

Para mejorar la estimacion de los parametros, todos los datos experimentales
fueron ajustados a la Ec.IV.3.21 por medio de una regresion logaritmica. La
aplicacion de este andlisis incrementa la precision debido a que evita los posibles
errores por la estimacion de parametros intermedios y también porque se usan

todos los datos para la estimacion de los parametros (Fernandez y col., 2002). La
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estimacion de los parametros y los intervalos de confianza obtenidos se muestran
en la Tabla IV.3.6.

La bondad del ajuste del modelo se calculd por medio de los valores del MSE y
del Af (0,0094 y 1,1268 respectivamente), valores indicativos de un buen ajuste. El
modelo experimental basado en el modelo Logistico relaciona satisfactoriamente
las condiciones de tratamiento con el logaritmo de la actividad residual de la PME,

dando predicciones con un error aproximado del 12,7%.

IV.3.4 CONCLUSIONES.

El mayor problema de la aplicacién de cualquier tecnologia de conservacion en
zumo de naranja es la inactivacion de la pectin-metilesterasa, cuya accion causa
una pérdida de la calidad del zumo. En el caso de los Pulsos Eléctricos de Alta
Intensidad, la aplicacion de esta tecnologia es una estrategia valida para la
inactivacion de microorganismos, pero insuficiente para alcanzar niveles de
inactivacion enzimaticos adecuados. Diversos autores han mostrado que la
aplicacion de los PEAI combinados con temperaturas suaves, siempre inferiores a
las usadas en la pasteurizacion térmica, es una estrategia valida para incrementar la
inactivacion de la PME. Este estudio corrobora el efecto beneficioso al combinar
PEAI-temperatura, obteniéndose niveles de inactivacion de PME superiores al 90%
con diversos tratamientos, niveles adecuados para la conversacion de este alimento
en refrigeracion.

Entre los modelos capaces de explicar la presencia de hombros en las curvas de
inactivacion, el modelo Logistico es el que mejor se ajusta a las curvas. Para una
mayor comprension del efecto de cualquier tecnologia, es esencial conocer el
efecto de las condiciones de tratamiento (£, 7) en la inactivacion, y en este estudio,
el efecto de la intensidad de campo es el que mas influye en los parametros
cinéticos de los diferentes modelos. La dependencia de los parametros del modelo

Logistico (b; y t;) de los pardmetros tecnoldgicos hace posible construir un modelo
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que relacione la inactivacion de la PME con la temperatura de entrada, la
intensidad de campo y el tiempo de tratamiento, dando una herramienta esencial
para la industria y una flexibilidad de accion para la bisqueda de los tratamientos

mas adecuados.
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IV.4.1 INTRODUCCION.

La creciente preocupacion de los consumidores por su salud y los nuevos
estilos de vida, que les estan alejando de habitos alimentarios saludables, ha
llevado a la industria a participar en la necesidad de producir alimentos que
contribuyan a la prevencion de enfermedades.

Uno de los compuestos nutritivos a tener en cuenta es el grupo de vitaminas
hidrosolubles. En concreto, las vitaminas del grupo B son vitaminas hidrosolubles
que tienen diversas propiedades biologicas fundamentales, tales como de
proteccion frente al cancer, frente a enfermedades cardiacas y de prevencion de
defectos en neonatos (Lucock, 2004). La estabilidad de este grupo de vitaminas
depende de cada vitamina en concreto y de las condiciones ambientales, como la
presencia de oxigeno, la luz y la presencia de acidos. Otra causa de pérdida de
vitaminas del grupo B es el tratamiento térmico, siendo la tecnologia convencional
para conservar este tipo de alimentos. El calor induce pérdidas en el contenido
vitaminico que hace necesario la fortificacion de estos alimentos para compensar
esas pérdidas. La estabilidad térmica de las vitaminas hidrosolubles depende de
cada vitamina, siendo la riboflavina la mas termoestable y el acido ascorbico la
mas termosensible en condiciones aerdbicas. Cuando la leche es pasteurizada,
solamente un 10% de la riboflavina se destruye (Ford y col., 1969; Haddad y
Loewenstein, 1983; Lavigne, 1989). Haddad y Loewenstein (1983) informan de
una destruccion del 12% tras tratamientos térmicos suaves (72 °C durante 16 s), y
entre el 25 y el 50% tras una pasteurizacion en botella. En el caso del acido
ascorbico, la destruccion debido al calor en la leche varia entre un 40 y un 60%
dependiendo de la intensidad del tratamiento (Haddad & Loewenstein, 1983; Ford
y col., 1969; Lavigne, 1989; Mottar & Naudts, 1979; Van Eeklen y Heijne, 1965).

Los péptidos bioldgicamente activos son péptidos de origen alimentario que
ademas de su var nutricional, ejercen un efecto fisioldgico en el cuerpo. Estos

péptidos bioactivos son inactivos cuando forman parte de la proteina original, pero,
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una vez liberados, funcionan como compuestos reguladores con actividad similar a
hormonas en funcion de su composicion y secuencia de aminoacidos (Meisel,
1997; Tome, 1998). Se han encontrado numerosos péptidos que presentan diversas
actividades como opioides, aglutinantes de minerales, inmunomoduladores, anti-
hipertensivos, antitromboéticos y como péptidos antimicrobianos (Meisel, 1998;
Clare y Swaisgood, 2000; Korhonen y Pihlanto-Leppélé, 2003). Las proteinas de la
leche, concretamente del suero, son la principal fuente de péptidos bioactivos
(Dziuba y col., 1999), y la fermentacion de la leche la principal estrategia para
producirlos (Korhonen y Pihlanto-Lepéld, 2003; Gobbetti y col., 2004; Silva y
Malcata, 2005).

La hipertension es uno de los problemas de salud cronicos mas comunes que
se presentan en el mundo desarrollado. Se estima que cerca del 20% de la
poblacién adulta mundial sufren hipertension. La prevalencia de la hipertension se
incrementa con la edad, afectando aproximadamente al 65% de la poblacion en
paises occidentales con edades comprendidas entre 65 y 74 afios (Alper y col.,
2001; Duprezy col., 2002). La Enzima Conversora de la Angiotensina I (ECA)
juega un papel importante en el sistema renina-angiotensina que regula la presion
arterial, asi como el balance de sal y agua (Eriksson y col., 2002; Riordan, 2003).
Consecuentemente, la inhibicion de la ECA, por medio de farmacos que inhiben la
ECA y de péptidos naturales inhibidores, da como resultado un efecto
antihipertensivo tanto en animales como en humanos hipertensivos (Takano, 1998;
Cushman y Ondetti, 1999).

Desde el punto de vista nutritivo, los estudios de los PEAI se han centrado en
leche y en zumos de vegetales y frutas, estudiandose principalmente su efecto en el
contenido de la vitamina C, de carotenoides, de flavonoides y de la actividad
antioxidante (Bendicho y col., 2002; Cortés y col., 2006; Sanchez-Moreno Plaza y
col., 2005 (a); Sanchez-Moreno y col., 2005 (b); Torregrosa y col., 2006 (a);

Torregrosa y col., 2006 (b)). Sin embargo, no se ha publicado informacién sobre la
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efectividad de esta tecnologia en el contenido de vitaminas hidrosolubles o de los
péptidos inhibidores de la ECA en un alimento complejo como una bebida de zumo
y leche. Por tanto, el objetivo de este estudio es, por una parte, evaluar el impacto
de las tecnologias térmicas y de los PEAI sobre la actividad de los péptidos
inhibidores de la ECA y sobre el contenido de vitaminas hidrosolubles (riboflavina,
biotina, acido pantoténico, y acido folico) en una bebida de zumo de naranja y
leche, y por otra parte, estudiar el efecto del almacenamiento de las muestras

fortificadas y tratadas.

IV.4.2 MATERIALES Y METODOS.
IV.4.2.1 Preparacion de la bebida.
La preparacion de la bebida se prepard segun el protocolo descrito en el

ANEJO 1.

Se determindé en la bebida la conductividad eléctrica (Crison 525
conductimeter, Crison Instruments SA, Alella, Barcelona, Spain), el pH (Crison
2001 pH-meter, Crison Instruments SA, Alella, Barcelona, Spain), la viscosidad
(Haake Viscotester VTS5, Thermo FElectron Corporation, Sussex, UK), y el
contenido en soélidos solubles (Atago RX-1000 digital refractometer, Atago
Company Ltd, Tokyo, Japan). Los resultados de los analisis fisico-quimicos fueron
los siguientes: una conductividad eléctrica de 2.91 mS/cm, un pH de 4.05, una

viscosidad de 20 mPa/s y un contenido de sélidos solubles de 14.3 °Brix.
IV.4.2.2 Enriquecimiento con vitaminas.

Durante su preparacion, la bebida se enriquecié con vitaminas hidrosolubles de
origen comercial: Biotina (BioChemika), Acido Félico (Fluka), Riboflavina
(Sigma) y con acido pantoténico (D-Pantothenic Acid Hemicalcium Salt (Sigma)).
Las vitaminas se adicionaron al agua antes de la adicion del resto de los

componentes. El nivel de fortificacion se ajustdé de acuerdo a los RDAs (Tabla
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IV.4.1), asumiendo que una ingesta de 250 mL de bebida por dia cubre las RDAs

del grupo de personas con mayor demanda.
IV.4.2.3 Enriquecimiento con péptidos inhibidores de la ECA.

El efecto de las tecnologias de conservacion sobre los péptidos inhibidores de
la ECA se estudié usando la bebida descrita anteriormente, pero sustituyendo la
leche por suero de leche fermentada y pasterizada (75 °C 1 min) (proporcionado
por Leche Pascual). El suero se obtuvo por centrifugacion (20000 g; 10 min)
seguido de una filtracion (0.45 um) (Muguerza y col., 2006). La bebida resultante

tenia una conductividad eléctrica de 4.32 mS/cm y un pH de 3.99.

Tabla IV.4.1. RDA y nivel de fortificacion en la bebida.

BEBIDA BEBIDA
VITAMINA RDA GRUPO
Previa fortificacion (ppm) Tras fortificacién (ppm)
Biotina 35 pg/d Lactantes 33 208,5
Folico 600 pg/d Embarazadas =00 o--—-- 1283,5
Riboflavina 1,6 mg/d Lactantes 483 12345,5
Pantoténico 7 mg/d Lactantes 1179 44509,5

IV.4.2.4 Tratamiento térmico.

La intensidad del tratamiento térmico (84 °C y 95 °C; de 15 a 120 s) aplicado a
las muestras fue similar a los dados por las industrias de zumos refrigerados (Chen
y col., 1993; Jay, 1992). El tratamiento se realizé en un bafio termostatado de agua.
La bebida se envaso en bolsas de ldmina de polietileno de 150 mL. Tras el llenado,
las bolsas se sellaron al vacio mediante un termosellador Multivac (Multivac

Export, Hiinenberg, Switzerland). Se prepararon tres bolsas con muestra para cada
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combinacion tiempo-temperatura. La temperatura del producto se monitorizd por
medio de un termopar sumergido en el producto y sellado a la bolsa. Cuando se
alcanzaba el tiempo de tratamiento las bolsas se enfriaban en un bafio de hielo. Los

ensayos de inactivacion térmica se realizaron por duplicado.

IV.4.2.5 Equipo de tratamiento por PEAI.

El equipo de PEAI utilizado se ha descrito en el apartado [V.1.2.4.

La temperatura de tratamiento maxima alcanzada durante las experiencias fue

inferior a 55°C.

El flujo de producto se ajusté a 60 ml/min mediante una bomba peristaltica
(Millipore Corporation, Bedford, MA). Se aplicaron pulsos cuadrados bipolares de
un ancho de 2.5 us. Las condiciones de los tratamientos por PEAI estudiados
fueron: tiempo de tratamiento entre 0 y 700 us, temperatura de entrada de 32°C e
intensidades de campo eléctrico de 15, 25 y 40 kV/em. Las experiencias se

realizaron por triplicado.
IV.4.2.6 Envasado y almacenamiento de las muestras.

La bebida tratada por PEAI se envasaba en botes de polietileno limpios y
estériles dentro de un a camara de flujo laminar eliminando el espacio de cabeza.

Los botes cerrados se almacenaban a 4°C en condiciones de oscuridad.

IV .4.2.7 Estabilidad microbioldgica.

Para el recuento microbioldgico durante el almacenamiento, las muestras se
diluian seriadamente, se sembraban en “Plate Count Agar” (PCA) para mesoéfilos
totales y en “Acidified Potato Dextrose Agar” (PDA) para hongos y levaduras. Las
placas se incubaron a 30°C durante 48h y 5 dias para mesofilos y hongos y

levaduras, respectivamente.
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IV.4.2.8 Determinacion de las vitaminas hidrosolubles.

Las cuatro vitaminas hidrosolubles se analizaron al mismo tiempo mediante un
método HPLC-MS/MS previamente ajustado y validado para la bebida en cuestion
en el Centro Tecnologico AINIA (Valencia-Espaiia).

Para determinar la exactitud del método, la linealidad, la precision, la
repetitividad y la recuperacion, se analizaron las curvas estandar de calibracion de
la matriz de concordancia, blancos de la matriz y la recuperacion de la muestra. Las
muestras de recuperacion se inyectaron a tres niveles con el fin de validar el
método.

Todas las vitaminas fueron suministradas por Sigma-Aldrich Corp. Se
prepararon soluciones estandar individuales (20 mg/L) pesando 10 mg de cada
vitamina y disolviendo. Los patrones de calibracién eran de 10, 20, 50, 100, y 200
pg/L en matriz para cuantificar las muestras. Las muestras se diluyeron y se
filtraron por medio de un filtro de jeringa (0,45 pm) previo a la inyeccion en el
HPLC-MS/MS.

El sistema HPLC-MS/MS era un Waters Alliance 2695 HPLC acoplado con
un Waters Micromass Quattro micro API con modo electrospray y un software
MassLynx 4.0 (Micromass). En este estudio, el HPLC-MS/MS se fijo al modo
“Multiple Reaction Monitoring” (MRM).

IV.4.2.9 Condiciones del HPLC.

Se utilizd6 una columna C18 de fase reversa (150 x 2,1 mm HyPURITY
AQUASTAR) con un tamaiio de particula de 0,3 um. La fase mévil usada era 0.1%
de acido formico (disolvente A) y metanol (disolvente B). El gradiente lineal era 0—
5 min: 20% B; 5-15 min: 20-80% B; 15-15,1 min: 80-20% B; 15,1-25 min 20%

B. La velocidad de flujo era 0,2 mL/min. El volumen de inyeccion era 20 pL.
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Tabla IV.4.2. Valores de los parametros de la espectrometria de masas usados en la

cuantificacion de las vitaminas.

MRM Transicion Energia Colision
Analito Voltaje de Cono (V)
(m/z) (eV)

) 218> 88 13

Acido Pantoténico 25
218 > 146 17
Acido Félico 442 > 295 20 20
245> 97 20

Biotina 25
245> 227 15
377>172 40

Riboflavina 40
377> 243 23

IV.4.2.10 Condiciones del MS-MS.

Voltaje capilar: 3,5 kV (electrospray positivo), 3,0 kV (electrospray negativo);
voltaje del cono: ver el programa del MRM; (Tabla IV.4.2): voltaje del extractor: 5
V; Voltaje de lente RF: 0 V; temperatura fuente: 120 °C; temperatura
desolvatacion: 300 °C; flujo de gas de cono: 60 L/h; flujo de gas de desolvatacion:
600 L/h (nitrogeno); resolucion LM 1: 13; resolucion HM 1: 13; energia de ion: 1
V; voltaje de entrada: 1 V; voltaje de colision: ver el programa del MRM; voltaje
de salida: 2 V; presion de colision de la célula: 3,3 x 10~ mbar (argén); resolucion
LM 2: 14; resolucion HM 2: 14; energia de i6n: 3 V; voltaje del multiplicador: 650
V.

IV.4.2.11 Determinacion de los péptidos inhibidores de la ECA.

La actividad enzimatica de la ECA se determina mediante un ensayo
colorimétrico basado en Hayakari y col. (1978) y Pedroche y col. (2002). La
actividad inhibidora (IACE = ACE/ACEq) de la bebida se obtuvo del cociente del
valor de la actividad enzimatica con (ACE) y sin (ACE) inhibidor (bebida).

El ensayo de la actividad de la ECA se llevdo a cabo en una solucion de
incubacion que contiene tampon fosfato de potasio (200 mM) con NaCl (600 mM)
(pH 8.3), cloruro de sodio, HHL (Hippuryl-His-Leu), agua y la enzima (30 pL). La
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reaccion se inicia por la adicion del sustrato, y la posterior incubacion de la
solucion a 37°C durante 30 min. La reaccion se bloquea al adicionar 1500 pL de
tampon fosfato (200 mM; pH 8,3), y 750 uL de solucion TT (cloruro cianurico) al
3% en dioxano. Los tubos se agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 10000 g
durante 10 min. La solucién de TT se une al acido hiptrico, generado por la accion
enzimatica, formando un complejo que se detectara en la lectura
espectrofotométrica a 282 nm. El control se prepara segin el procedimiento
anterior pero adicionando la solucion de TT al 3% antes que el HHL.

La determinacién de la actividad inhibidora de la muestra se realiza de igual
modo, pero sustituyendo el agua de la mezcla de incubacion por 25 uL de la

bebida.

IV.4.3 Resultados.
1V.4.3.1 Vitaminas Hidrosolubles.
IV.4.3.1.1 Efecto de los tratamientos en las vitaminas.

El objetivo de esta investigacion era estudiar el efecto de la tecnologia de los
PEAI en una bebida mezcla de zumo de naranja y leche fortificada con biotina,
acido folico, acido pantoténico y riboflavina. Consecuentemente, se seleccionaron
un amplio rango de condiciones de tratamiento (E = 15-40 kV/cm; t = 40 — 700 ps)
(Tabla IV.4.3). Para evitar un posible efecto de pasteurizacion térmica, se controld
la temperatura maxima alcanzada debido al tratamiento, manteniéndose siempre
por debajo de 55°C. Estas condiciones de tratamiento eran similares a los usadas en
la inactivacion de E. coli en esta misma bebida (Rivas y col. 2006 (b)). Varios
autores han conseguido niveles de inactivacion microbiologica significativos en
este tipo de bebida, tales como L. plantarum (Sampedro y col., 2006) o S.
cerevisiae tras tratamientos similares. Estos estudios muestran un efecto protector
del producto, debido a su complejidad, si se compara con las inactivaciones

microbiologicas alcanzadas por PEAI en zumos de frutas o leche. Se ha
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demostrado ampliamente la capacidad de los PEAI en inactivar enzimas,
alcanzandose inactivaciones de PME superiores al 90% en zumo de naranja y
naranja-zanahoria (Elez-Martinez y col., 2007; Min y col., 2003; Rodrigo y col.,
2003; Rivas y col., 2006 (a); Yeom y col., 2002).

Tabla IV.4.3. Condiciones de tratamiento aplicados en el estudio del comportamiento de
las vitaminas hidrosolubles y de la actividad inhibidora de la ECA adicionadas a la bebida

mezcla de zumo de naranja y leche.

Tecnologia PEAI Tecnologia térmica
Tiempo
Tipo de estudio E Temperatura  Tiempo tratamiento
tratamiento
(kV/cm) °C) (s)
(ns)
40, 130, 300, 15, 30, 60,
15 84
500, 700 90, 120
40, 130, 200,
Efecto tratamiento 25
230, 310 15, 30,
95
40, 60, 80, 45
40
110, 130
Efecto 15 700
84 15, 60, 120
almacenamiento 40 130

Como se puede observar en la Tabla IV.4.4, no hay cambios significativos (p <
0,05) en el contenido vitaminico tras los tratamientos aplicados. Estos resultados
confirman la efectividad de los PEAI en preservar los compuestos nutritivos que
otros estudios habian afirmado. Bendicho et al. (2002) también observaron la
estabilidad a los PEAI (de 18,3 a 27,1 kV/cm; de 0 a 400 us) de las vitaminas
(tiamina, riboflavina, acido ascdrbico, colecalciferol, y tocoferol) en dos sustratos
diferentes (leche desnatada y leche desnatada simulada ultrafiltrada (SMUF)),
excepto en el caso del acido ascorbico, donde la retencion sigue una cinética de

primer orden. De igual modo, Torregrosa et al. (2006) confirmaron la degradacion
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por PEAI del acido ascorbico en zumo de naranja-zanahoria (de 15 a 40 kV/cm; de
30 a 340 ps), obteniéndose pérdidas del 10% del contenido inicial, siguiendo una
cinética de inactivacion de primer orden (con valores de k& comprendidos entre
0,009 y 0,0220 p'). Grahl and Mirkl (1996) también redujeron el contenido del
acido ascorbico en leche tras el tratamiento por PEAI, aunque la vitamina A no se
vio afectada. En bibliografia, no existen estudios en relacion del efecto de esta
tecnologia en el contenido de biotina, acido folico o acido pantoténico.

El efecto de la temperatura en la degradacion de las vitaminas se estudio
sometiendo a la bebida a dos temperaturas, 84 and 95 °C, con tiempos de
tratamiento comprendidos entre 15 y 120 s (Tabla 1V.4.3). La Figura 1V.4.1
muestra el efecto del tratamiento térmico en el contenido vitaminico a 84 y a 95°C.
Mientras que a 84 °C no existe un efecto estadisticamente significativo en
cualquiera de los contenidos vitaminicos, a 95 °C, sin embargo, aparece una
reduccion del contenido de todas las vitaminas (p < 0,05), produciéndose pérdidas
entre el 18 y el 23% para 45 s. En general, la respuesta de las vitaminas frente al
tratamiento térmico difiere seglin el tipo, siendo las vitaminas hidrosolubles mas

termosensibles que las liposolubles (Bendicho et al., 2002; Rechciegl, 1982).

84°C

11

0,9 |7 - . ||
0,8 1 = - | -
07 H [ - = -
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0,5 1
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15 30 60 90 120
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95°C
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Figura IV.4.1. Efecto del tratamiento térmico (a. 84 °C; b. 95 °C) en el contenido
Riboﬂavh@.

vitaminico ( Acido pa@ténico; Biotina; [ Acido fo
Desviacion estandar expresada como barras de error.

Varios estudios han estudiado la termoestabilidad de la riboflavina. Kwok y
col. (1998) afirman que la riboflavina es mas termoestable y menos sensible a la
temperatura que la tiamina, siendo su termoestabilidad independiente del método
de calentamiento (Ang y col., 1975). La esterilizacién de la leche produce un solo
un 10% de destruccion (Ford y col., 1969; Haddad y Loewenstein, 1983; Lavigne,
1989). Diversos tratamientos térmicos (63, 80, 90, y 100 °C durante 30 min, 73 °C
durante 15 min, y 90 °C durante 10 min) causaron reducciones despreciables (0—
7%) en el contenido de riboflavina en leche de vaca y de camello (Mehaia, 1994).
La baja termoestabilidad de la riboflavina a 95°C en este estudio comparado con
otros estudios, tales como Mehaia (1994) o Sharma y Lal (1998), puede ser debido
a la presencia de 0, disuelto durante el proceso de pasteurizacion, de acuerdo con
Dennison y col. (1977) que observaron que la estabilidad de la riboflavina se veia

afectada por el oxigeno.
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Tabla IV.4.4. Efecto del tratamiento por PEAI en el contenido de vitaminas hidrosolubles
expresado como retencion (C/Cy) + desviacion estandar y actividad inhibitoria de la ECA

(ACE/ACE() £ desviacion estandar.

Contenido Residual (C/Cy) Actividad

E t(us) Residual
(kV/em) Acido Acido Inhibitoria

Riboflavina Biotina
Folico Pantoténico  (IACE1/IACEjg)

40 0.976+0.031 1.001+0.036 0.963+0.033 0.977+0.021 0.973+0.051
130 1.003+0.024 0.985+0.044 0.977+0.016 0.946+0.039 0.992+0.032
15 300 0.962+0.065 0.957+0.032 0.954+0.019 0.979+0.032 1.005+0.072
500 1.002+0.045 0.934+0.011 0.995+0.034 0.953+0.027 1.025+0.043
700 0.966+0.034 0.971+0.009 0.982+0.040 0.971+0.013 0.983+0.034
40 0.993+0.013 0.951+0.041 1.003+0.008 0.966+0.016 0.985+0.012
130 1.005+0.022 0.955+0.038 1.001+0.015 0.947+0.028 0.969+0.031
25 200 1.006+0.023 0.955+0.047 1.002+0.018 0.982+0.044 0.998+0.043
230 0.982+0.045 0.958+0.032 1.001+0.043 0.964+0.063 1.005+0.023
310 0.964+0.033 0.965+0.027 1.002+0.047 0.990+0.013 1.004+0.089
40 0.993+0.003 0.975+0.055 0.995+0.023 0.947+0.030 1.012+0.087
60 0.974+0.045 0.951+0.067 0.972+0.011 0.981+0.043 0.973+0.047
40 80 0.98+0.066 0.924+0.020 1.001+0.013 0.971+0.017 0.994+0.039
110 0.966+0.030 0.974+0.052 0.977+0.026 0.991+0.013 0.977+0.075
130 0.942+0.021 0.942+0.021 0.986+0.036 0.981+0.010 0.990+0.101

Los folatos son sensibles a los factores fisicos como la temperatura, la presion
y la exposicion a la luz, y por tanto pueden ser afectados durante el procesado del
alimento. Otro factor a tener en cuenta en la estabilidad de los folatos es la acidez
del alimento. Wilson y Chen (1979) encontraron que el acido folico y el acido 5-
formiltetrahidrofolico eran estables cuando se calentaba durante 10 h a un pH
comprendido entre 4 y 12, disminuyendo su estabilidad al disminuir el pH por
debajo de 4. Estos autores también observaron que los derivados del metilfolato
mostraban una alta estabilidad térmica a pH 7, y un rapido descenso de su
estabilidad bajo condiciones alcalinas o acidas. Estos resultados estan de acuerdo

con los datos obtenidos en este estudio, donde el contenido en folico es afectado
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por la temperatura y el tiempo de tratamiento en un medio acido como es nuestra
bebida. Por otra parte, la estabilidad de los folatos también es afectada por la
naturaleza de los mismos. Nguyen y col. (2003) afirman que durante la
pasteurizacion (71.7 °C/15 s) de un sistema tampon, se perdieron entre un 10 y un
15% de acido S-metiltetrahidrofolico, degradandose totalmente con la
esterilizacion (135 °C, 1 s), mientras que el acido folico no se vio afectado por la
esterilizacion.

En general, la retencion de la biotina es relativamente alta durante el
tratamiento térmico (80% en carne, 85-90% en leche pasteurizada, 85-95% en
legumbres, 70% en conservacion de frutas y vegetales). Mientras que el cocinado
de tomate produce disminuciones significativas en el contenido de biotina, las
pérdidas fueron menores en patatas (Macova y Krkoskova, 2003).

El &cido pantoténico es la vitamina mas estable al tratamiento térmico en un
rango de pH entre 5 y 7. En la leche, el acido pantoténico es estable durante la
pasteurizacion, ya que el pH de la leche esta comprendido en el rango de pH donde
la vitamina es estable (Fox, 1997). Bergstrom (1994) observé que el acido
pantoténico podria ser afectado por la acidez del escabeche (pH 5.5).

Aunque los resultados obtenidos muestran que la tecnologia de los PEAI no
afecta a la estabilidad de las vitaminas, se observa, sin embargo, una pérdida de
vitaminas tras los tratamientos térmicos mas intensos, alcanzandose un maximo del

20% (95 °C, 45 3).

IV.4.3.1.2 Efecto del almacenamiento en la estabilidad de las vitaminas
tratadas por PEAI o calor.

Un punto a tener en cuenta cuando se estudia el efecto de una tecnologia de
conservacion de un factor en concreto, sea un microorganismo, una enzima, un
factor de calidad o un compuesto nutritivo, es la estabilidad de dicho factor tras el

tratamiento. En el caso de la tecnologia de los PEAI, existen varios estudios que
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comparan de alimentos tratados por PEAI o por calor desde un punto de vista
microbiologico, de factores de calidad o de los compuestos nutritivos (Elez-
Martinez y col., 2006; Min y Zhang, 2002; Min y col., 2003; Rivas y col., 2006 (a);
Torregrosa y col., 2006). Sin embargo, no existen estudios de estabilidad realizados
en bebidas fortificadas con vitaminas hidrosolubles tratadas con PEAI, o con
cualquier otro factor en este tipo de bebida.

Para el estudio del almacenamiento, la seleccion de los tratamientos por PEAI
se basd en la maxima inactivacion de E. coli suspendida en el producto (Rivas et
al., 2006 (b)); mientras en el caso del tratamiento térmico, se seleccionaron los
tratamientos previamente estudiados que no causasen un cambio en el contenido de
las vitaminas. La temperatura de almacenamiento de 4°C se selecciono6 porque es la
temperatura Optima para la conservacion de alimentos tratados por HTST. El
recuento total de mesofilos y el recuento de hongos y levaduras fueron
monitorizados durante el almacenamiento, dando recuentos inferiores a 100 cfu/mL

a los 81 dias.
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Como la Figura IV.4.2 muestra que la estabilidad de cada vitamina durante el
almacenamiento tiene un comportamiento similar independientemente del
tratamiento o de la tecnologia aplicada (p < 0.05). El 4cido pantoténico es la
vitamina mas estable, no siendo afectada por el tiempo de almacenamiento (p <
0.05). Aunque Bergstrom (1994) informan de la posible influencia de un pH bajo
(pH = 5.5) del escabeche en la estabilidad del acido pantoténico, los datos
obtenidos muestran que para un pH 4 no aparecen pérdidas de la vitamina en la
bebida y en el rango de tratamientos estudiados.

De igual modo que en el pantoténico, el comportamiento de la biotina durante
el almacenamiento es independiente de la tecnologia y de la intensidad del
tratamiento (p < 0.05).Todas las muestras presentan la misma tendencia, con el
contenido de biotina disminuyendo durante el almacenamiento, alcanzandose una
degradacion de entre el 20 y el 35% a los 81 dias de almacenamiento. La pérdida
del contenido de biotina podrias ser debido a la presencia de O, disuelto en la
bebida.

En el caso de la riboflavina, se observa un comportamiento diferente de las
muestras segun la tecnologia aplicada (Figura IV.4.2). Mientras que la pérdida del
contenido en riboflavina es gradual en muestras tratadas térmicamente durante el
almacenamiento, alcanzandose una retencion entre el 63 y el 68% tras 81 dias, en
las muestras tratadas por PEAI presentan un mayor nivel de retencion a los 15y 60
dias de almacenamiento (90% de retencion comparado con el 75% para muestras
tratadas térmicamente),. La pérdida del contenido en riboflavina durante el
almacenamiento puede ser explicado por la presencia de O,, siendo la combinacién
de calor y O, mas perjudicial para su estabilidad. Es conocido que la estabilidad de
la riboflavina es afectada por el oxigeno, los sulfatos metalicos y la actividad de
agua (Choe y col., 2005). Dennison y col. (1977) observaron que la presencia de O,
durante el almacenamiento incrementa la velocidad de destruccion

draméaticamente. Ademads, Gaylord y col. (1986) observaron una menor velocidad
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de destruccion en leche entera que en leche desnatado. Consecuentemente, la
combinacion de O, y leche desnatada usada en esta bebida podria explicar la
pérdida del contenido en riboflavina durante el almacenamiento.

Como se puede observar en la Figura 1V.4.2, el acido folico es la vitamina
hidrosoluble méas sensible al almacenamiento a 4°C, independientemente de la
tecnologia aplicada. La destruccion de la vitamina estd comprendida entre el 28 y
el 36% tras 15 dias, manteniéndose constante durante el resto del tiempo de
almacenamiento. Aunque Eberhard y col., (2003) no observaron pérdidas en la
concentracion de acido folico durante el almacenamiento (4 semanas a 5 °C) en
leche pasteurizada (HTST) (proceso directo 125 °C o proceso indirecto 115 °C), su
estabilidad puede ser afectada por la presencia de O, (0.1 ppm 0, = 0% pérdidas
tras 60 dias; 1-2ppm = 5%; 8 ppm = 100%) (Rossi y col., 1995) En nuestra bebida,
la presencia de O, disuelto puede ser la causa de la pérdida de 4cido félico durante

el almacenamiento.

IV.4.3.2 Actividad Inhibidora de la ECA.
IV.4.3.2.1 Efecto de los PEAI o el calor en la actividad inhibidora de la ECA.
Para la introduccion de una nueva tecnologia de conservacion es esencial
considerar los efectos de la tecnologia desde varios puntos de vista, como la
seguridad alimentaria y aspectos nutritivos y de calidad. La leche de vaca es una
fuente unica de compuestos nutritivos y bioactivos. Los compuestos proteicos de la
leche contiene una variedad de aminoacidos y péptidos bioactivos con diferentes
propiedades funcionales, siendo los péptidos inhibidores de la ECA los compuestos
que la comunidad cientifica estd haciendo un mayor esfuerzo para estudiar
(Fitzgerald y Murray, 2006). Numerosos estudios se han centrado en la produccién
y aislamiento de los péptidos inhibidores de la ECA (Pihlanto-Leppéld, 2001;

Yamamoto, 1997; Yamamoto y col., 2003), pero no existen estudios de estabilidad
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de estos péptidos incorporados a un alimento complejo (una mezcla de zumo de

naranja y leche) y procesados nor PEAT o calor.

1,2 -
1,1
IR EEEEER
0,9 4

0,8 1
0,7 1
0,6 -

0,5 T T 1
0 50 100 150

IACET/IACEB

t(s)

Figura IV.4.3. Efecto del tratamiento térmico en la accion inhibitoria en la ECA (e 84 °C;
095 °C). Desviacion estandar expresada como barras de error.

La Tabla 1V.4.4 muestra los valores de la capacidad inhibidora de la ECA
residual de la bebida (IACE{/IACEzg) tras haber sido tratada por los PEAI, siendo
IACEr y IACEg los valores de inhibicion de la bebida tratada y sin tratar,
respectivamente. Como se observa en la tabla, la variacion de la intensidad de
campo (de 15 a 40 kV/cm) o del tiempo de tratamiento (0—700 pus) apenas afecta a
la actividad inhibidora de la ECA de la bebida (p < 0,05). En el caso del
tratamiento térmico, la Figura IV.4.3 muestra la estabilidad del péptido
independientemente de la intensidad de tratamiento (84 °C—95 °C) (p < 0,05).

En el estudio de la estabilidad de un factor en relacion con una tecnologia de
conservacion, tienen la misma importancia tanto el efecto inmediato de Ia
tecnologia como la evolucion del factor durante el almacenamiento. La Figura
IV.4.4 muestra la evolucion de la actividad inhibidora dela ECA de la bebida
tratadas por las dos tecnologias y almacenadas a 4°C. Como se puede observar, no
se aprecia variacion en la actividad de cualquiera de las muestras durante el

almacenamiento, tanto si son tratadas por PEAI o por calor. Estos resultados
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muestran la validez de los PEAI para mantener la actividad inhibidora de la ECA
de la bebida. La eleccion entre aplicar los PEAI o un tratamiento térmico a una
bebida fortificada con péptidos inhibidores de la ECA, no dependera, por tanto, de
la estabilidad de estos péptidos, sino que habra que tener en cuenta otros factores

(microbioldgicos, nutricionales o de calidad).
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Figura IV.4.4. Efecto del almacenamiento en la actividad inhibitoria en la ECA (40
kV/em, 130 ps; 15 kV/iem,Bdo ps; 84 °C 15 s 84 °C 60 sHH 84 °C 120 e una
bebida mezcla de zumo de naranja y leche tratada por PEAI o térmicamente. Desviacion

estandar expresada como barras de error.

1V.4.4 CONCLUSIONES.

El paso mas importante cuando se estudia la implantacion de una tecnologia de
conservacion para un alimento de gran calidad, como es una bebida mezcla de
zumo de naranja y leche fortificado con vitaminas hidrosolubles o péptidos
inhibidores de la ECA, es conseguir alimentos seguros, con una minima pérdida de
calidad y de compuestos nutritivos durante el tratamiento y el posterior
almacenamiento. Este estudio prueba la validez de los PEAI como tecnologia de

tratamiento para un alimento tan complejo como es esta bebida, ya que la
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tecnologia es capaz de conseguir niveles aceptables de destruccion enzimatica y
microbiologica en el mismo alimento o similares, sin verse afectado el contenido
vitaminico o la capacidad inhibidora de la ECA. Si se compara la estabilidad de las
vitaminas de la bebida al tratarse por PEAI o calor, se observa que los PEAI afecta
de igual modo al contenido vitaminico (biotina, acido félico y acido pantoténico)
que los tratamientos térmicos suaves (84 °C) y en menor grado que los tratamiento
térmicos mas intensos (95 °C y 45 s). En el caso de la riboflavina, en las muestras
tratadas por PEAI se observa una mayor estabilidad de la misma durante el
almacenamiento (4°C durante 60 dias) que las muestras tratadas térmicamente.

Sin embargo, no existen diferencias en la habilidad inhibidora de la ECA de la
bebida cuando es tratada por los PEAI o por calor. Este estudio in vitro podria ser
complementado por estudios in vivo de la biodisponibilidad de los péptidos
antihipertensivos de la bebida al ser tratada por los Pulsos Eléctricos de Alta

Intensidad o por calor.
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IV.5.1 INTRODUCCION

Aunque el mecanismo de inactivacion microbiologica por PEAI no ha sido
completamente dilucidado, generalmente se considera que el principal factor es la
permeabilizacion de la membrana debido a la formacion de poros (Barbosa y col.,
1999; Hamilton and Sale, 1967; Sale and Hamilton, 1967; Wouters y col., 1997,
Wouters y col., 2001). Los poros formados pueden ser reversibles o irreversibles
dependiendo del grado de dafio que ha sufrido la membrana. Las investigaciones en
este campo se han centrado en la recuperacion de posibles células dafiadas y en el
crecimiento de las células supervivientes tras el tratamiento por PEAI (Aronsson y
col., 2004; Garcia y col., 2005; Lado y col., 2004; Unal y col., 2002; Yaqub y col.,
2004). Por otra parte, debido al mecanismo de inactivacion microbioldgica de los
PEALI, por formacion de poros en la membrana plasmatica, se induce una expulsion
de contenido celular al medio circundante (Aronsson y col., 2005; Barbosa y col.,
1999). Si a lo anterior, se afiade que las células dafiadas (permeabilizadas) pueden
recuperarse o repararse del dafio tras el tratamiento, existe, por tanto, una
posibilidad de formacion de electro-transformantes con la presencia de ADN libre
proveniente de las células muertas. La potencial transformacion de
microorganismos debe ser estudiado para evaluar el impacto de esta tecnologia
emergente de conservacion sobre la seguridad alimentaria. Sin embargo, pocos
estudios se han ocupado de evaluar la posibilidad de electro-transformacion como
consecuencia del tratamiento por PEAI, siendo esta caracteristica ampliamente
usada en biologia molecular para la transformacion bacteriana (Knorr y col., 1994;
Solioz y Bienz, 1990).

Cuando una célula recibe un estimulo ambiental, su dotacién genética activa
una maquinaria que puede desencadenar un sinfin de respuestas. Existen miltiples
evidencias de que la exposicion de procariotas a condiciones sub-Optimas o
estresantes modifica el perfil de proteinas e incluso induce la sintesis de proteinas

especificas de respuesta al estrés (Ananta y Knorr, 2004; Periago y col., 2002;
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Rieder y Lehner, 2007). En el caso de microorganismos patdgenos, un cambio en la
expresion de las proteinas puede desencadenar un cambio en la virulencia del
microorganismo o un aumento de la resistencia frente a estreses, comprometiendo
asi la seguridad alimentaria del alimento tratado por PEF. La respuesta del
Escherichia coli frente a la tecnologia de los PEF ha sido ampliamente estudiada
en alimentos como en medios de referencia, centrandose principalmente en
estudios de inactivacion, dafio subletal y crecimiento tras el tratamiento. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha estudiado el tipo de modificaciones a nivel
molecular que se producen al aplicar los PEF a células de Escherichia coli o de
cualquier otro microorganismo.

El objetivo de este trabajo es la busqueda de bases para esclarecer el
mecanismo de dafio celular y posterior reparacion de las células de dos tipos de
microrganismos (E£. coli DH5a y L. casei) tratadas por PEF. Para ello se realizaron
los siguientes estudios: (i) estudio de la resistencia del microorganismo a los PEF;
(i1) estudio de la posibilidad de electrotransformacion; (iii) evaluacion del dafio
subletal debido al tratamiento; y (iv) evaluacion de las modificaciones del perfil de
proteinas del E. coli DH50. Este estudio ha sido concebido como una base para la
determinacion de criterios para un uso seguro de la tecnologia de los PEAI y para

garantizar que esta tecnologia no compromete la seguridad alimentaria.

IV.5.2 MATERIALES Y METODOS.
IV.5.2.1 Preparacion del cultivo de los microorganismos.

Escherichia coli

Se uséd en este estudio, células de E. coli DH5a. El cultivo de. E. coli se
prepard esencialmente como describid6 Dower y col. (1988). Brevemente, un
cultivo fresco (pre-incubado durante 18 horas) de E. coli se us6 para inocular caldo
LB (10g triptona, 4,8 g extracto levaduras y 10g NaCl) seguido de una incubacion

hasta una DO final de 0,7 a 600 nm, enfriado en hielo, lavado dos veces con agua
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fria y otra con glicerol (10% w/v), y suspendido en 1/250 del volumen del cultivo
original en glicerol (10% w/v). La suspension celular se envaso en alicuotas de 2

ml que se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Lactobacillus casei

La cepa de Lact. casei usada en este estudio fue la CECT 5275. Para los
propdsitos experimentales, se prepararon dos tipos de cultivo: estandar y electro-
competente. El cultivo estandar se prepar6 de la siguiente forma: un cultivo fresco
(“overnight” o pre-incubado durante 12h) se usé para inocular caldo MRS,
incubandose a continuacion hasta una densidad 6ptica (DO) de 0,7 a 600 nm. Las
células se recolectaron por centrifugacion, se lavaron dos veces con caldo MRS y
resuspendidos en 1/250 del volumen del cultivo original. Entonces, se adiciond
glicerol al 80% hasta una concentracion final del 20%. La suspension celular se
envaso en alicuotas de 2 ml y se almacenaron a —80°C hasta su uso.

El cultivo electro-competente se prepar6 de forma diferente. Brevemente, un
cultivo fresco (preincubado durante 12 horas) se us6é para inocular caldo MRS
suplementado con 10 g/l de glicina. Este caldo se incub6 a 37°C hasta una DO de
0.7 a 600 nm. El cultivo resultante se enfrid en hielo, las células se recolectaron por
centrifugacion y se lavaron dos veces con una solucion tampdn (fosfato sodico 5
mM, pH 7.4, MgCl, 1 mM), usando el mismo volumen que en el cultivo original.
Las células fueron resuspendidas en tampdn suplementado con 0.3 M de sacarosa
(PMS) en 1/ 200 del volumen del cultivo original. La suspension celular se envaso

en alicuotas de 2 ml que se almacenaron a —80°C hasta su uso.

IV.5.2.2 Sistema de tratamiento por PEAI
El equipo de PEAI utilizado se ha descrito en el apartado IV.1.2.4.
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IV.5.2.2.1 Inoculacion de muestras y de muestras control

Escherichia coli

Previamente al tratamiento por PEAI, las alicuotas se descongelaron en hielo y
se adicionaron a 200 ml de glicerol frio (10%) obteniéndose una concentracion
final aproximada de 5 x 10® cfu/ml.

Lactobacillus casei

Previo a los ensayos con PEAI, las alicuotas congeladas de suspensiones
celulares (estandad y electro-competentes) se descongelaron en hielo. Mientras que
a la suspension estandar se adiciond a 250 ml de agua peptonada (3 g/ 1), a la
suspension electro-competente se adiciond el mismo volumen, pero de RMS. El
plasmido pIAP8 también se adiciond, en ambas suspensiones, hasta una
concentracion final de 100 ng / pl. Las muestras control se preparaban de igual

modo que las dos suspensiones pero sin la adicion del plasmido.

Tabla IV.5.1 Condiciones de Tratamiento por PEAI para el estudio en L. casei.

Anchura
Medio de E
Tratamiento Tipo de cultivo Pulso t (ns)
tratamiento (kV/em)
(ns)
Agua
T1 Estandar 20 2.5 300
Peptonada (3 g/1)
T2 Estandar Agua 20 20 2400
Peptonada (3 g/1)
T3 Estandar Agua 20 20 800
Peptonada (3 g/1)
T4 Electro- Tampon 20 20 800
competente fosfato

) Tampén fosfato: (Na;PO, 5 mM, pH 7.4, MgCl, 1 mM)+ 0.3 M sacarosa
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1V.5.2.2.2 Tratamientos por PEAI del estudio de adaptacion de L. casei

La Tabla IV. 5.1 muestra los tratamientos de PEAI realizados para el estudio
de dafio subletal y posibilidad de transformacion de L. casei. Mientras la
temperatura de entrada era de 11°C, la temperatura maxima de tratamiento era

inferior a 20°C.

IV.5.2.2.3 Tratamientos por PEAI del estudio de adaptacién de E.coli.

Estudio cinético

Las condiciones de tratamiento fueron las siguientes: velocidad de flujo: 60
ml/min; pulsos cuadrados bipolares de 20 ps; tiempos de tratamiento: 0-9000 ps;
intensidad de campo eléctrico: 15-30 kV/cm. La temperatura de tratamiento se

mantuvo por debajo de 25°C. Las experiencias se realizaron por triplicado.

Tabla IV.5.2. Condiciones de tratamiento por PEAI para el estudio de E. coli.

Tipo de estudio E (kV/em) t (us) T* entrada
Estudio cinético 15-30 0-9000 7°C
Efecto E-t 15-30 0-9000 7°C
Estudio de
~ 7, 16, 24, 30
daiio subletal Efecto T* 15 700 y 1000 Y
38°C
Efecto E-t 15-30 700 y 1000 7°C
Estudio de
transformantes Efecto T* 15 700 7,16,24,30y
38°C
Sin
) 15 700 7, 16,24y 38°C
Estudio de recuperacion
protedmica Con
) 15 700 24y 38°C
recuperacion
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Estudio del dano subletal

El estudio del dafio subletal de las células tratadas por PEF se divide en el
efecto de la intensidad de campo y tiempo de tratamiento para una temperatura de
entrada, y el efecto de la temperatura de entrada del producto para una

combinacion tiempo-intensidad de campo.

En el primer caso, se realizaron los mismos tratamientos que en el estudio
cinético, mientras que en el segundo caso, se escogieron dos tratamientos (15
kV/cm; 700 y 1000 us) del estudio cinético que se observd mayor proporcion de
células dafiadas y se estudiaron cinco temperaturas de entrada (7, 16, 24, 30 y

38°C).

Estudio de Electrotransformancion

Se adicion6 el plasmido pUCI19 hasta una concentracion final de 100 ng/ul.
Previamente, se realizaron dos tipos de ensayos: primero, un ensayo sin adicionar
el plasmido para comprobar la inexistencia de resistencia a la ampicilina; y
segundo, un ensayo sin realizar tratamiento por PEAI de la suspension con el
plasmido, para corroborar que no se produce transformacion espontanea.

Previo a cada tratamiento, el sistema de PEAI se esterilizo circulando 1,5 1 de
una disolucion de hipoclorito sodico (6%) seguido de una circulacion de 6 1 de
agua destilada estéril para limpiar el sistema. Para los estudios de
electrotransformacion se aplicaron 35 pulsos bipolares cuadrados de un ancho de
20 us (700 ps de tiempo de tratamiento total) e intensidades de campo de 15, 20 y
30 kV/em (157.5, 280, 630 J/mL respectivamente). Para estudiar el efecto de la
temperatura, se realizaron los mismos tratamientos anteriores, pero modificando la
temperatura de entrada del producto (7, 16, 24 y 30°C).

Para el recuento de células viables, las muestras se cogieron antes y después de
cada tratamiento, se diluyeron en serie en agua estéril de peptona (0,1%), se

sembraron en agar LB y se incubaron durante 48h a 37°C. Para los analisis de
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electro-transformacion, las células fueron recolectadas rapidamente por
centrifugacion a partir de 100 ml de suspension celular, resuspendiéndolas en 10
ml de caldo SOC (Sambroock et al., 1989), incubandose 1 h a 37°C y sembrandolas
en agar LB suplementado con ampicilina y X-gal. Por tltimo, todas las muestras se

incubaron a 37°C durante 48h. Todas las experiencias se realizaron por triplicado.

Estudio proteémico

En este estudio se ha analizado el perfil de proteinas de células de E. coli
tratadas con PEF y PEF mas una recuperacion posterior de las células a
temperatura 6ptima. En ambos casos, las muestras inoculadas fueron tratadas en las
mismas condiciones (15 kV/cm y 700 us) pero a cuatro diferentes temperaturas
iniciales de tratamiento (7, 16, 24 y 38°C). El ensayo de recuperacion de las células
tras el tratamiento por PEF consistid en una centrifugacion (8000 rpm; 15 min;
4°C) de las células tratadas y una posterior resuspension del pellet en LB broth.
Esta suspension se agité en un shaker (37°C; 100 rpm) durante 1 hora previo al

analisis protedmico.

IV.5.2.3 Recuento de las células viables.

Escherichia coli

Tanto las muestras tratadas como las no tratadas se diluyeron en serie en agua
estéril peptonada al 0,1%, se sembraron en agar LB e incubadas durante 24 h a

37°C.

Lactobacillus casei

Tanto las muestras tratadas como las no tratadas se diluyeron en serie en agua
estéril peptonada al 0,1%, se sembraron en agar MRS ¢ incubadas durante 24 h a

37°C.
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IV.5.2.4 Evaluacion del daiio subletal.

Escherichia coli

El método mas comiin usado para evaluar el dafio subletal consiste en sembrar
las células en dos medios de siembra, uno no selectivo, donde las células dafiadas
son capaces de recuperarse, y otro selectivo o estresante, donde las células dafiadas
no son capaces de recuperarse y mueren (Mackey, 2000). El recuento de las células
dafiadas se realiza por recuento diferencial de células entre ambos medios. La
adicion de cloruro sodico o sales biliares al medio de siembra es la metodologia
mas habitual para crear medios selectivos (Mackey, 2000). En este estudio la
evaluacion del dafio subletal se realizd6 por recuento diferencial de muestras
sembradas en medio LB (1% triptona (Scharlau); 0.48% extracto de lavaduras
(Merk); 0.25% NaCl) y medio LB estresante (LB-ST) (1% triptona (Scharlau);
0.48% extracto de lavaduras (Merk); 2.5% NaCl (Scharlau)), siendo la
concentracion de NaCl del 2.5% la concentracion méxima para la cual no habian
diferencias significativas entre los recuentos de las muestras sin tratar en LB y LB-
ST.

Lactobacillus casei

Las muestras tomadas antes y después del tratamiento se diluyeron
adecuadamente y se sembraron en placas con agar MRS o agar MRS suplementado

con 0.3 M de sacarosa (SMRS).

IV.5.2.5 Técnicas moleculares.

Escherichia coli

El plasmido pUC19 (portador de un marcador seleccionable de resistencia a la
ampicilina) se uso para la electrotransformacion de E. coli. El plasmido pUC19 se
purific6 mediante el kit “Plasmid Maxi Purification” (Qiagen, GmbH) segin
indicaciones del fabricante. Las técnicas moleculares se realizaron esencialmente

como describe Sambrook (1989). La competencia de los cultivos se comprobd
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mediante ensayos estandar de electroporacion utilizando un aparato Gene Pulser
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, Calif.), como describido Dower et al. (1988).

Se adicion6 agar al 1,8% para sembrar. Para comprobar la posible electro-
transformacion se adicioné a las placas ampicilina (50 pg/ml) y 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-Dgalactopiranosido (X-Gal; 80 pg/ml).

Lactobacillus casei

El vector lanzador pIAB8 (Pérez-Arellano y col., 2001), adecuado para el E.
coli y para un amplio rango de bacterias Gram positivas, se utilizé en este estudio.
Este plasmido lleva un determinante de resistencia al cloranfenicol que es
funcional en el L. casei. El plasmido pIAB8 fue propagado en E. coli DH5a (F-,
o80dlacZM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+),
phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relAl) y purificado mediante el kit “Midi

purification” (Qiagen, GmbH) segun indicaciones del fabricante.

IV.5.2.6 Técnicas protedmicas.
EXTRACCION DE PROTEINAS: Las células se recogieron por centrifugacion
(8000 rpm 15 minutos 4°C, en rotor SS-34 Sorvall). El pellet de células se

resuspendio en 1 ml de tampon de rehidratacion (Urea 7M, Tiourea 2M, Nonidet P-
40 1% (v/v), Pharmalyte 3-10 1% (GE Healthcare) y Ditrioteitol 2mg/ml) en un
tubo de 2 ml y se afiadi6 0.5 g de Zirconium beads (0.1mm diameter, Biospec).

Se rompieron las células agitando en un mini-beadbeater 12 veces 30 segundos
con intervalos en hielo. Finalmente se centrifuga 5 minutos a 12000 rpm y se
recoge el sobrenadante.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS: 1a concentracién en proteinas totales
se determind utilizando el 2D-Quant Kit (GE Healthcare).

Electroforesis _bidimensional: Se utilizd la técnica de electroforesis

bidimensional (EF-2D) con el fin de separar la mezcla de proteinas presente en el
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extracto proteico de E. coli. La electroforesis bidimensional de proteinas se realizo
segun el protocolo de Blomberg, A. (2002).

Primera dimension, isoelectroenfoque.

El isoelectroenfoque (IEF) es un método capaz de separar las proteinas de
acuerdo con su punto isoeléctrico (pl). Para ello, se cargaron, mediante
rehidratacion overnight, 50 pug de proteina total en Inmobiline DryStrip Gels (GE
Healthcare) de 18 cm con un rango de pH 3-10. El isoelectroenfoque se realizé en
el sistema Ettan IPGPhor II (GE Healthcare) utilizando el programa: gradiente de 5
horas hasta 500 V, 5 horas a 500 V, 9.5 horas en gradiente hasta 3500 V, 2 horas a
3500 V.

Segunda dimension, SDS-PAGE

En esta etapa, las proteinas se separaron segun su peso molecular (Pm). Para
ello, re utilizé el sistema Ettan DALTsix Large Vertical System. Se realizaron geles
de Acrilamida-bisacrilamida (12.5T, 2.2C). La SDS-PAGE se desarrolldé durante
16 horas a 6 Watts (1W/gel)

Tincion de plata. Los geles se tifieron con Nitrato de plata, con un protocolo

compatible con espectrometria de masas. Fijacion durante 2 horas en
etanol:acético:agua (50:10:40), lavados con agua durante una hora, DTT 0.02% 30
minutos, Nitrato de plata 0.1% 30 minutos, revelado con carbonato soédico 2% y

formaldehido 0.04%. El revelado se para con acido acético 1%.

Andalisis de imagen. Se realiz6 el analisis estadistico y cuantitativo de los geles

utilizando el programa PD-Quest (BioRad). El analisis estadistico se realizo al 95%

de confianza y el cuantitativo considerando significativos cambios en +/- 2 veces.
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IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE
MASAS

La identificacion de proteinas se realizo en el Servicio de Protedmica del
CNIC. Las proteinas fueron identificadas mediante su huella peptidica (Peptide
Mass Fingerprint) y en los casos en los que no se obtuvo resultado, mediante
secuenciacion de un pequetio fragmento de la proteina con MS/MS.

Digestion de las proteinas del gel

Las piezas de gel con la proteina se separaron manualmente para, a
continuacion, digerirlas automaticamente usando una estacion de digestion de
proteinas “Proteineer DP”’ (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany). El protocolo de
digestion se usd el descrito por Schevchenko et al. (1996) con minimas
variaciones: las piezas de gel se sometieron a una reducciéon con ditiotreitol (10
mM) (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) en bicarbonato amoénico (50 mM)
(99.5% purity; Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) y se alquilatd con
iodoacetamida (55 mM) (Sigma Chemical) en bicarbonato amoénico (50 mM). Las
piezas de gel se lavaron con bicarbonato amoénico (50mM) y acetonitrilo (Merck,
Darmstadt, Germany) y se secaron bajo una corriente de nitrogeno. Tripsina
porcina modificada (Promega, Madison, WI, USA) a una concentracion de 8 ng/ul
en bicarbonato amoénico (50 mM) se adiciondé a las piezas de gel secas,
procediéndose a la digestion a 37 °C durante 6 h. Finalmente se adiciond acido
trifluoroacético (0.5%) (99.5% pureza; Sigma Chemical) para la extraccion de los
péptidos.

MALDI-MS(/MS) y busqueda en la base de datos

Una alicuota de la solucion de la digestion anterior se mezcld con una alicuota
de acido a- ciano-4-hidroxicinamico (Bruker-Daltonics) en acetonitrilo acuoso al
33% vy acido trifluoroacético al 0.25%. Esta mezcla se depositd en una sonda
“AnchorChip prestructured MALDI” (Bruker-Daltonics) a 600 nm y dejandola que
se seque a temperatura ambiente Los datos del. MALDI-MS(/MS) se obtuvieron
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mediante un analisis automatico en bucle mediante un espectrometro de masas
TOF “Ultraflex” (Bruker-Daltonics) equipado con un dispositivo LIFT-MS/MS.
Los espectros fueron adquiridos en el modo i6n positive con una frecuencia de
laser de 50 Hz y con un promedio de 100 a 1000 espectros individuales. Para el
analisis de fragmentos de iones en el modo TOF/TOF, los precursores fueron
acelerados a 8 kV y seleccionados en una puerta de tiempo de iones. Los
fragmentos de iones generados por la descomposicion del precursor inducida por el
laser se aceleraron a 19 kV en la célula LIFT y sus masas fueron analizadas tras
pasar por el reflector iénico. Los analisis automatizados de los datos de las masas
se llevaron a cabo mediante el software “flexAnalysise” (Bruker-Daltonics). La
calibracion interna del espectrometro de masas MALDI-TOF se llevo a cabo
mediante dos autolisis idnicas de tripsina con m/z = 842.510 y m/z = 2211.105;
mientras que para las calibraciones del MALDI-MS/MS, se realizaron con
espectros de fragmentos idnicos obtenidos de los aductos de protones de una
mezcla de protones cubriendo la region 800-3200 m/z. Los datos del MALDI-MS y
del MS/MS se combinaron mediante el programa BioTools (Bruker-Daltonics)
para buscar en una base de datos de proteinas no redundantes (NR; ~4 x 106
entradas; National Center for Biotechnology Information, Bethesda, US) usando el
software “Mascot” (Matrix Science, London, UK). Los espectros del MALDI-
MS(/MS) y los resultados en la base de datos de inspeccionaron manualmente

usando, tanto los programas antes descritos como mediante un software propio.

IV.5.2.7 Estudio cinético y analisis de datos.

Como primera etapa del estudio y para caracterizar la Resistencia a los PEAI
del E. coli DH5a, las células crecidas en las condiciones anteriormente descritas
fueron tratadas por PEAI y los resultados obtenidos ajustados a los siguientes

modelos de inactivacion:
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Hiilsheger (Hiilsheger et al., 1981):

Ln(S)=—b,*Ln G] (Ec.IV.5.1)

donde b, es el coeficiente de regresion, ¢ es el tiempo de tratamiento en us y ¢. es el
tiempo critico expresado en us (tiempo de tratamiento maximo donde la fraccion
de supervivientes es 1).

Weibull (1951):

b
Ln(S)=— (ij (Ec.IV.5.2)
a
donde a y b son los parametros de escala y forma, respectivamente.
La bondad del ajuste de los datos experimentales de los modelo se midi6 por
medio del Mean Square Error (MSE).

El analisis estadistico se 1levo a cabo mediante el software SPSS 12.0%.

IV.5.3 RESULTADOS Y DISCUSION
1V.5.3.1 Estudio de dafio subletal y generacion de transformantes de L. casei.
Los resultados obtenidos en este estudio para las condiciones de tratamiento
T1, T2 y T3 (ver Tabla IV.5.1), y usando las células preparadas por el
procedimiento estandar, no mostraron diferencias significativas (p > 0,05) en los
recuentos obtenidos en MRS y SMRS (Tabla IV.5.3). Por tanto, no existe evidencia
de dafno subletal en células que no hayan sido pre-acondicionadas para la
electroporacion. Por el contrario, las células de L. casei que recibieron dicho
acondicionamiento (tratamiento 4, Tabla 1V.5.1) mostraron diferencias
significativas (p < 0,05) entre los recuentos obtenidos en MRS y SMRS, y por tanto
se confirma un dafio subletal. El ratio de inactivacion en MRS era de 0,42,
aumentando a 0,56 en SMRS (Tabla IV.5.3). Es evidente que una proporcion

significativa de la poblacion requiere de proteccion osmotica para que se produzca
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el crecimiento, lo que indica que el dafio surge como consecuencia del tratamiento

por PEAL en las condiciones estudiadas.

Tabla I'V.5.3. Efectos de los diferentes tratamientos por PEAI en la recuperacion de células

de Lactobacillus casei.

Fraccion de células recuperadas (N;/ No')
Inéculo Medio siembra

T1? T2? T3? T4
L. casei MRS + antibidtico 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
MRS 0,03125 0,00015 0,08120 0,42700%*
L. casei +
Plasmido
SMRS 0,03142 0,00013 0,08120 0,56300*
MRS + antibidtico 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

! N; = Recuento Final (cfu/ml)

N, = Recuento Inicial (cfu / ml).

2 T1, T2, T3, T4 = Tratamientos por PEAI (ver Tabla IV.5.2).

*  Diferencias estadisticamente diferentes (p < 0.05) entre los valores.

Se llevaron a cabo una serie de experiencias para determinar si el tratamiento
por PEAI puede conllevar una transformacion del L. casei. Para este proposito, las
células fueron suspendidas en agua peptonada, se adicion6 el plasmido y por
ultimo se realiz6 el tratamiento (Tabla IV.5.1). Bajo estas condiciones, no se
recogieron organismos en agar SMRS + cloranfenicol (Tabla IV.5.3), y por tanto
no hay transformantes. Dado que la eficiencia de la electro-transformacion depende
de tratamientos previos en las células, se llevaron a cabo tratamientos por PEAI en
células que habian sido cultivadas y preparadas por un procedimiento adecuado

para la electro-transformacion. De igual modo, no se detectaron transformantes.
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Debido a los resultados anteriores, se llevaron a cabo nuevos ensayos para
comprobar si las células eran transformables. Alicuotas de cada una de las
suspensiones, preparadas como se describid anteriormente, se descongelaron y
diluyeron hasta alcanzar la concentracion de células necesaria para realizar los
ensayos por PEAIL. A continuacion, se adicioné el plasmido de igual modo que en
las experiencias anteriores. En estos ensayos, se obtuvo la tipica frecuencia de
transformacién de 1 x 10 transformantes / nimero total de células.

En resumen, los resultados muestran que las suspensiones de células de L.
casei, preparadas mediante el procedimiento estandar para la electro-
transformacion, y dafiadas subletalmente debido a los tratamientos por PEAI, aun
asi, no presentan transformantes. Estos resultados sugieren que el riesgo de los

PEAI en inducir transformacién en L. casei es muy bajo.

1V.5.3.2 Estudio de la posibilidad de adaptacion de E. coli .
IV.5.3.2.1 Cinéticas de inactivacion

Como primer paso del estudio se caracteriz6 la resistencia a los PEAI del E.
coli DH5a. (Fig. IV.5.1). Con el tratamiento mas intenso (30 kV/cm, 5612 us) se
obtuvieron casi seis reducciones logaritmicas de inactivacion. Como se ha
comprobado en numerosos estudios, un incremento de la intensidad de campo
implica un menor indice de supervivencia del organismo. Las curvas de
supervivencia obtenidas muestran que a tiempos cortos, las curvas sigue una
cinética de primer orden, mientras con el aumento del tiempo, las curvas se alejan
de una tendencia lineal, en este caso presentando una tendencia concava hacia
arriba, también llamada cola. La presencia de desviaciones, hombros o colas, en las
cinéticas de primer orden es un fenomeno frecuente en las tecnologias emergentes
de conservacion (Cheftel, 1995). Estas desviaciones podrian ser explicadas mas
como una distribucion de resistencias en la poblaciéon microbiana en lugar de una

cinética de inactivacion de distinto orden (Peleg and Cole, 1998). Por tanto, la
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curva de supervivencia puede ser considerada como resultado de una secuencia de
eventos letales, siendo, por tanto, la inactivacion de microorganismos descrita
como una funcion de distribucion, pudiendo ser un ejemplo la distribucion de

Weibull.
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Figura IV.5.1 Curvas de supervivencia para E. coli DH5a a diferentes intensidades de
campo eléctrico, 15 kV/cm (), 20 kV/cm (A) y 30 kV/cm (m). Datos experimentales

ajustados a la funcion de distribucion de Weibull.

Se usaron dos modelos para describir los datos experimentales de inactivacion
de E. coli (Tabla IV.5.4): la funciéon de distribucion de Weibull (Weibull, 1951),
que considera que los microorganismos presentan una distribucion de resistencias,
y el modelo de Hiilsheger (Hiilsheger et al., 1981) ya usado por otros autores
(Martin-Belloso et al., 1997) para describir las "curvas de inactivacion por PEAI
que no siguen una cinética de primer orden. Los parametros cinéticos de ambos
modelos tienen tendencia especifica; disminuyen al aumentar la intensidad de
campo eléctrico (Tabla IV.5.4), y por tanto, se pueden considerar como una medida

de la resistencia del E. coli al tratamiento. Ambos modelos presentan valores bajos
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de MSE para todas las intensidades de campo, siendo menores para el modelo de
Weibull. En consecuencia, el modelo de Weibull es la funcion de distribucion que

mejor describe los datos experimentales.

Tabla IV.5.4 Parametros cinéticos obtenidos al ajustar los modelos de Weibull (a) y de

Hiilsheger (b) a los datos experimentales.

(a)
E (kV/cm) a b MSE
15 531,73486,11 0,6492+0,0799 0,0122
20 209,17+47,81 0,6012+0,0952 0,0149
30 206,27+41,84 0,7733+0,0808 0,0216
(b)
E (kV/cm) by LN t. MSE
15 2,041+0,9718 6,274+1,218 0,1754
20 2,41340,9962 5,635+1,475 0,3811
30 4,0514+1,4729 5,794+1,849 1,9934

IV.5.3.2.2 Estudios de transformacion

Varios estudios han evidenciado que la eficiencia de la electro-transformacion
depende en gran medida del tratamiento previo de las células (Mclntyre y
Harlander, 1989). Por tanto, con el fin de evaluar la posibilidad de electro-
transformacion debido a los PEAI, los tratamientos se realizaron con células
preparadas siguiendo el procedimiento estandar para la electro-transformacion de
E. coli. Con el objeto de determinar si esas células eran electro-transformables, se
llevaron a cabo ensayos estandar de electro-transformacion. Para ello, se diluyeron
alicuotas de cultivo preparadas segtin el procedimiento anteriormente descrito hasta
una concentracion final similar a la usada en los tratamientos por PEAI. De igual

modo, el plasmido se adicioné hasta la misma concentracion. Las frecuencias de
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transformacion obtenidas en estos ensayos son las tipicas de estos microorganismos

aproximadamente de 5x107 transformantes/células totales).
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Figura IV.5.2 Ratio de supervivencia y frecuencia de transformacion de E. coli DH5a
tratada por PEAI a diferentes temperaturas de entrada. El tratamiento por PEAI es de 15
kV/ecm y 700 ps. Los resultados se obtienen como una media de tres experimentos y las

desviaciones estandar se indican como barras de error.

Un estudio previo centrado en la creaciéon de un procedimiento de electro-
transformacion para el E. coli sefald, que para tasas de supervivencia
comprendidas en el rango de 10 a 50%, se obtenia una mayor frecuencia de
transformacion (Dower y col., 1988). Por tanto, basdndose en la caracterizacion
cinética del microorganismo, se eligio para las siguientes experiencias un tiempo
de tratamiento de 700 ps. Mientras que con los tratamientos a 20 o 30 kV/cm no se
observo crecimiento alguno de colonias sembradas con ampicilina, indicativo de la
inexistencia de transformantes, a 15 kV/cm, se observdo un numero bajo de
colonias. Los analisis del contenido del plasmido, de las muestras tratadas a
15kV/cm, mediante analisis enzimatico de restriccion confirmaron la presencia del

pUCI19. No se aislaron colonias en los ensayos control, ya sea cuando no se
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adicion¢ el plasmido o se adiciono6 pero no se traté por PEAIL Por todo lo anterior,
se concluye que la transformacion ocurrida es consecuencia Unicamente del
tratamiento por PEAL

También se estudio el efecto de la temperatura de entrada en la frecuencia de
transformacion (Fig. IV.5.2). Es bien conocido que la supervivencia de las células
sometidas a idénticos tratamientos por PEAI, disminuye al aumentar la
temperatura. Destaca el incremento de la frecuencia de transformacién de 3x 107
transformantes/ufc totales a 16 °C hasta 15 x 10 transformantes/ufc totales a 24
°C, a pesar de que solo se observe una ligera diferencia de la supervivencia. Estos
resultados corroboran con los obtenidos por Miller y col. (1988), donde observaron
que la temperatura de la muestra era un factor importante durante la
electroporacion. Para electroporaciones a 5,25 kV/cm y temperatura del medio de
22°C obtuvieron una eficiencia de transformaciéon de 5 + 0,9 x 107
transformantes/ug mientras que a 4°C obtuvieron una eficiencia de 3,3 = 0,9 x 107
transformantes/pug (Miller y col., 1988). Estos resultados sugieren un efecto

sinérgico de la temperatura en la eficiencia de transformacion.

1V.5.3.2.3 Estudio del dafio subletal.

Una importante linea de investigacion en la conservacion de alimentos es la
llamada “tecnologia de barreras”, que es la combinacion de tecnologias de
conservacion (tecnologias térmicas y mno térmicas) con otros factores de
conservacion (actividad de agua, temperaturas de refrigeracion y congelacion, pH)
disminuyendo de este modo la intensidad de los tratamientos de conservacion y
aumentando la calidad del alimento sin merma de la seguridad del mismo. Tras la
aplicacion de los PEF como de cualquier otra tecnologia de conservacion en un
alimento, las consecuencias del tratamiento sobre la flora presente se puede agrupar
en: 1) Sin dafio (microbiota sana); 2) con dafo subletal (microbiota danada y

susceptible de recuperarse en condiciones Optimas); 3) con dafio letal (microbiota
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muerta). El conocimiento de la proporcion de células vivas y dafiadas que produce
los PEF en una poblacion de microorganismos es fundamental en la implantacion
de “tecnologias de barrera” ya que son los microorganismos mas sensibles a un
posterior estrés (Wuytack y col. 2003). Recientes demostraciones de la aparicion
de células dafadas ofrece la posibilidad de combinar de forma sinérgica los PEAl y
otras barreras, de forma que se incremente la inactivacion microbiologica a la vez
que se minimice los efectos negativos tanto en la calidad del alimento como las
necesidades energéticas (Garcia y col., 2005; Solominos y col., 2008; Pina et al.,
2009). La no consideracion de los factores que afectan a la resistencia
microbiologica puede llevar a malinterpretaciones de resultados y conclusiones

erroneas en relacion con el dafio celular.
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Figura IV.5.3. Efecto de la temperatura de entrada en la inactivacion (linea) y en la
proporcion de células danadas (columnas) de E. coli suspendidas en glicerol y tratadas por

PEF (15 kV/cm; 700 ps).

Debido a la naturaleza del mecanismo de muerte en células sometidas a un
tratamiento por PEF (formacion de poros en la membrana plasmadtica y duracion de

los mismos), se realizaron estudios de dafio subletal en las mismas condiciones de
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tratamiento que el estudio de transformantes, y asi establecer una posible existencia
de una relacién entre nimero de células transformadas y la proporcion de células
dafiadas.

Respecto a la evolucion de la inactivacion alcanzada se observa un aumento de
la misma (p<0,05) al incrementarse la temperatura, pudiéndose considerar una
relacion de sinergismo PEF-temperatura ya que la temperatura maxima de
tratamiento alcanzada (45°C) no tiene un efecto pasteurizante. La relacién de
sinergismo entre temperatura de tratamiento e inactivacion por PEF es
ampliamente conocida (Korolczuk et al., 2006; Sensoy et al., 1997; Liang et al.,
2002), siendo una estrategia valida para incrementar la efectividad de esta
tecnologia.

La Figura IV.5.3 muestra el nimero de ciclos logaritmicos de inactivacioén de
E. coli DH5a suspendidos en glicerol frio (10%) obtenidos tras el tratamiento por
PEAI a 15 kV/ecm y 700 ps y cinco temperaturas de entrada (7, 16, 24, 30 and
38°C) y el dafo subletal de las células viables (expresado como %). Para las
temperaturas de tratamiento iniciales, comprendidas entre 7 y 30°C, se observa un
incremento de la proporcion de células dafiadas en la poblacion de células viables
hasta un maximo del 16% para 30°C, disminuyendo al aumentar la temperatura
inicial a 38°C (p<0.05). Es bien sabido que la fluidez de la membrana plasmatica
depende, entre otros factores, de la temperatura ambiental. Los resultados de la
figura IV.5.3 muestran que la membrana del E. coli resiste mejor al tratamiento por
PEF, tanto a nivel de inactivacién como de dafio subletal, a temperaturas iniciales
inferiores a 16°C. Esta resistencia puede ser debido a una baja fluidez de la
membrana siendo un impedimento para la electroporacion de la misma. A medida
que aumenta la temperatura (de 16 a 30°C) se observa un aumento del dafio y de la
inactivacion, siendo 30°C la temperatura 6ptima donde el microorganismo presenta
una mayor proporcion de células dafiadas. El efecto de “todo o nada”, y por tanto la

ausencia de dafio subletal en la temperatura de 38°C se puede explicar por el
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aumento de la fluidez que influye en la formacion de grandes poros y la
incapacidad de la célula de repararlos. Los resultados obtenidos confirman la
mayor efectividad de la electroporacion al aumentar la temperatura (Zimmermann,
1986). Lebovka y col. (2005) observo que la electroporacion era mas efectiva a
temperaturas proximas a 50°C cuando tejidos de remolacha y patata eran sometidos
a PEAL

Existen estudios contradictorios en la generacion de células dafiadas de
microorganismos tras la aplicacion de los PEF. Mientras Simpson y col. (1999),
Dutreux y col. (2000 a, b), Russell y col. (2000), Ravishankar y col. (2002), Ulmer
y col. (2002), Wuytack y col. (2003) and Aronsson y col. (2004) no observan un
dano subletal tras el tratamiento por PEF, Arroyo et al., (2010), Garcia et al.
(2003), Unal et al. (2002), Garcia et al. (2005) y Pina et al. (2009) han demostrado
que el tratamiento por PEF produce dafio subletal en grandes proporciones en
poblaciones tanto de microorganismos Gram positivos como Gram negativos.
Garcia et al. (2003) muestran la influencia del pH del medio en el dafio subletal al
tratar E. coli suspendido en tampon citrato-fosfato, obteniendo un dafio del 99,95%
a pH 4 mientras que a pH 7 el dafo es minimo. Este efecto del pH también se
observa en otros microorganismos Gram negativo (Salmonella serotypes
Senftenberg 775W), sin embargo en el caso de los Gram positivo, la proporcion de
células dafiadas aumenta al aumentar el pH (Garcia et al. 2005). Por tanto la baja
proporcion de dafo subletal alcanzado en este estudio, respecto a otros estudios,
puede ser debido al pH del medio, siendo préximo a 7.

La figura IV.5.4 compara el efecto de la temperatura de entrada en la
frecuencia de transformacion y en la proporcion de células vivas dafadas. Se
observa que para la temperatura (24°C) donde se alcanza la mayor frecuencia de
transformacion, el dafio subletal es del 13,6%. Cuando se aumenta la temperatura
hasta 30°C se alcanza el maximo de dafio subletal (16%), sin embargo no se han

formado transformantes. Se conoce con seguridad que la aparicion de células
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transformantes es debida a la formacion de poros en la membrana plasmatica. Sin
embargo, en el caso del dafio subletal es debido a diferentes aspectos, siendo el
efecto sobre la membrana plasmatica uno de ellos. La ausencia de transformantes a
30°C, a pesar de alcanzarse el maximo de dafio subletal, muestra la inexistencia de
una relacion proporcional entre la generacion de transformantes y el dafio subletal
al variar la temperatura de tratamiento. Este comportamiento puede deberse a una
variacion de la importancia de los aspectos que influyen en el dafio cuando se

incrementa la temperatura en el tratamiento por PEF.
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Figura IV.5.4 Dafio subletal (linea) y frecuencia de transformacion (columna) de E. coli
DH5o tratada por PEAI a diferentes temperaturas de entrada.

El aumento en la proporcion de células daniadas va también acompafiado de un
aumento en la inactivacion, como se ha comentado anteriormente (Figura IV.5.4).
Este aumento en la inactivacién puede explicar la no formacidon de transformantes,
para las temperaturas mas elevadas. De 24°C a 30 °C la inactivacidon sigue
aumentando, la formacion de transformantes deja de producirse, y el dafio subletal

alcanza su maximo valor. Es posible que la formacion de mayor cantidad de poros
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o poros mas grandes se produzca como resultado del efecto sinérgico
PEF+temperatura, este aumento da lugar a un incremento en la poblacion
subletalmente dafiada y también a un aumento de la poblacion irreversiblemente
dafiada que muere (aumento de la inactivacion). En estas condiciones de
tratamiento, puede que nos encontremos ante condiciones idoneas para orientar el
estudio hacia posibles incrementos en inactivacion (Aronnson et al., 2001) pero
ante condiciones muy intensas o propicias puede dar lugar a electroporaciones
insostenibles en cuanto a la formacion de electrotransformantes, electroporaciones
con pérdida de la integridad celular, alteraciones importantes en transporte
transmembrana, pérdida de organulos celulares, pérdida de capacidad replicativa,
etc. Aumentando la temperatura entre 30 y 38 °C la hipotesis comentada se
sostiene. A medida que aumentamos la temperatura en combinacién con el
tratamiento por PEAI, aumenta la presion ejercida sobre las células de E. coli de
modo que se reduce la poblacion de células dafadas, la inactivacion-muerte sigue
aumentando, y la formacion de electrotransformantes sigue siendo nula. Esta
hipotesis estd de acuerdo con Miller et al. (1988), que observaron que tanto el
incremento en la intensidad de campo como en la exposicion a esa intensidad
implica una mayor frecuencia de transformacion, siendo limitado este incremento
por la letalidad del tratamiento.

Otra explicacion a la ausencia de transformantes a 30°C, a pesar de alcanzarse
el maximo de dafio subletal, seria la menor disponibilidad de células dafiadas
susceptibles de ser transformadas. Debido a que referimos el dafio subletal como
una proporcion respecto de las células vivas, el incremento de la inactivacion que
se observa a 30° C (proximo a un ciclo superior respecto a 24°C), implica que,
aunque tengamos un 16% de dafio, el nimero de células dafiadas sea practicamente

diez veces menor a las obtenidas para 24°C.
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1V.5.3.2.4 Estudio de proteémica

Los microorganismos al ser sometidos a un estrés externo (estrés térmico,
incremento de la acidez, disminucién de la actividad de agua del medio,...),
reaccionan generando unas proteinas que les confieren “resistencia” o “adaptacion”
a ese estrés (Abee and Wouters, 1999). En el caso del estrés térmico, los
microorganismos reaccionan induciendo la sintesis de un grupo altamente
conservado y especifico de proteinas conocidas como “proteinas de estrés calorico”
(PEC). Las principales PEC son chaperonas cuya funcion es catalizar el
plegamiento correcto de las proteinas y proteasas que degradan a proteinas
desplegadas, manteniéndose asi el control sobre el sistema proteico de la célula
(Gottesman et al., 2000). Ademas, la exposicidon a estreses diferentes al térmico
(exposicion a etanol, a acidos, etc.), con su consiguiente induccion de PECs
(Arsene et al., 2000), puede dar como resultado un incremento en la
termotolerancia del organismo. El entendimiento de la adaptacion a diferentes
estreses y la participacion de las proteinas en dicha adaptacion puede ser decisivo
en la optimizacion de las condiciones del procesado para garantizar la seguridad
microbiologica de los alimentos (Bower et al., 1999).

En el caso del E. coli, cuando es sometido a un estrés térmico comprendido
entre 30 y 42°C, reacciona induciendo una rapida sintesis de 20 PECs, seguido de
un periodo donde la velocidad de sintesis decrece hasta alcanzar un nuevo nivel de
estabilidad (Bukau, 1993).

Ademas del calor, hay otros estimulos capaces de inducir la sintesis de las
PEC. Estos estimulos incluyen, entre otros, a infecciones por virus, radiaciones
UV, cambios en osmoralidad, oxigenacion, pH y nutrientes, presencia de sustancias
toxicas como etanol, metales pesados y algunos antibidticos. Cada estimulo
determina una respuesta particular en cuanto a nivel de induccidn, cinética y PEC
que induce. El inductor mas potente es el calor mismo, el cual induce la expresion

de todo el repertorio de PEC, mientras que la mayoria de los otros estimulos
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inducen la expresion de solo algunas de estas proteinas (Krueger y Walker, 1984;
Nover, 1991; VanBogelen y col., 1987).

El estudio de proteémica del E. coli se enfoco desde dos puntos de vista: 1)
Estudio de la variacion del perfil proteico por la combinacion pulsos eléctricos —
temperatura; 2) Estudio del mantenimiento de la variacion del perfil proteico. Para
el estudio de la variacion del perfil proteico debido a la combinacion temperatura-
PEF se realizaron los mismos tratamientos que en los estudios de transformantes y
de dafio subletal. El estudio del mantenimiento de esas variaciones se realizo
mediante una recuperacion de las células (37°C, 1 hora) tras los tratamientos (a
24°C y 38°C).

EF sin recuperacion

Para detectar la posible modificacion en el perfil proteico atribuido al
tratamiento por PEAI combinado con temperatura, se llevd a cabo el presente
estudio de E. coli tratadas y sin tratar. La figura V.5.5 muestra las imagenes de los
geles de electroforesis del perfil proteico del E. coli control (sin tratamiento) y tras

un tratamiento por PEF (15 kV/cm, 700us y 24°C).

1 ) i
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Figura IV.5.5. Imagenes de los geles de electroforesis 2D del perfil proteico del E.
coli control (a) y tratado por PEF (b).
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Los resultados obtenidos con el andlisis informatico de los geles 2D-
Electroforesis de las muestras tratadas por PEAI (4 temperaturas) permiten
observar la existencia de “spots” comunes que han sufrido variacién en su
intensidad. Concretamente se han encontrado siete “spots” que varian
significativamente en las cuatro condiciones respecto a la muestra control. Los
“spots” que cumplian estos requisitos se recortaron del gel para su identificacion
mediante espectrometria de masas obteniéndose un 100% de identificaciones.

En la tabla y graficos se muestra la razon a las diferentes temperaturas respecto

al control.

Tabla IV.5.5 Valores de los ratios de las proteinas de E. coli tras los tratamientos por PEF

sin recuperacion respecto al control.

Ratio to control

Spot n° protein

7°C 16°C 24°C 38°C
1204 gmhA 4,42 2,38 8,17 5,19
3206 clpA 8,13 6,3 13,78 11,.09
3321 ompA 0,13 0,03 0 0
5231 RS6 6,59 7,44 5,11 4,29
5237 RS6 8,01 7,52 5,16 3,24
6215 dut 5,68 4,94 6,35 6,17
8209 ftnA 4,42 6,48 6,39 6,96
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Figura IV.5.6. Evolucion de los valores de los ratios de las proteinas de E. coli tras los

tratamientos por PEF sin recuperacion respecto al control.

La informacién sobre la funcion de las proteinas identificadas se realizo en las
bases de datos publicas UniProt (http://uniprot.org) y GenProtEC
(http://geneprotec.mbl.edu).

De las siete proteinas identificadas solo una, ompA, posee niveles inferiores (a
7°C y 16°C) al control e incluso es inexistente (a 24°C y 38°C). OmpA es una
proteina de la membrana externa, una de las estructuras mas dafiadas por los PEF,
lo cual puede explicar su desaparicion en los perfiles de proteinas. En los analisis
de las células sometidas a PEF (temperatura 24°C) mas recuperacion, una de las
proteinas identificadas cuyo nivel aumenta significativamente respecto al control
pertenece a la misma familia (ver tabla IV.5.5), lo que nos indica que durante la
recuperacion de las células se inicia la sintesis de esta proteina, probablemente con
el fin de recuperar la integridad de la membrana externa.

El resto de proteinas identificadas, cuyos niveles aumentan tras los
tratamientos por PEF son:

- gmhA, una fosfoheptosa isomerasa, implicada en la biosintesis del

lipopolisacérido de la pared celular.
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CilpA, una proteasa implicada en la degradacion de proteinas no
plegadas o anormales.

RS6, la proteina ribosomal S6 de la subunidad 30S del ribosoma,
implicada por lo tanto en la etapa de traduccion de la biosintesis de
proteinas.

Dut, es el enzima deoxiuridina 5’-trifosfato nucleotido hidrolasa,
produce dUMP y esta por lo tanto implicada en el metabolismo de
acidos nucleicos.

FtnA, es una ferritina, proteina implicada en el almacenamiento de
hierro y que se ha descrito esta implicada en adaptacion al estrés de las

células.

Asi, son proteinas cuyas funciones estan relacionadas con la recuperacion de

funciones y estructuras celulares después del estrés sufrido por los PEF.

PEF con recuperacion

En este estudio se compararon los perfiles de proteinas de células sometidas a

PEF a dos

temperaturas finales, 24°C y 38°C mas un tratamiento de recuperacion

posterior, a 37°C durante 1 hora. El andlisis se realiza como se ha descrito

anteriormente.

Tabla IV.5.

6 Valores de los ratios de las proteinas de E. coli tras los tratamientos por PEF

con recuperacion respecto al control.

Ratio to control

Spot n° Protein
24°C 38°C
2408 cysK 0.48 0.4
4203 wrbA 0.27 0.26
6512 tufB 17.32 35.26
7511 deoB 0.29 0.26
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Figura IV.5.7. Evolucion de los valores de los ratios de las proteinas de E. coli tras los
tratamientos por PEF con recuperacion respecto al control.

Tras la revision de visu de los resultados proporcionados por el programa PD-
Quest se obtienen 4 puntos comunes a las dos temperaturas que varian
significativamente respecto al control. Estos puntos son identificados por MS.

El anélisis mostré también determinados puntos cuyos niveles varian
significativamente solo a una de las dos temperaturas finales, considerando

relevante la identificacion de estos puntos (Tabla IV.5.7 y Tabla IV.5.8).

Tabla IV.5.7. Valores de los ratios de las proteinas de E. coli tras los tratamientos por

PEAI a 24°C con recuperacion respecto al control.

Spot n° Protein Ratio to control 24°C
0910 NI 2,10
2711 ftsH 2,18
4503 NI 2,50
4602 NI 3,03
5308 omp 5,54
7202 ABC transporter 0,13
7607 putA 2,73
7702 lysU 0,50

NI. No identificada
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Entre las proteinas cuyos niveles aumentan tras el tratamiento de PEF mas

recuperacion se encuentra:

TufB, perteneciente a la familia EF-Tu de factores de elongacion de la
traduccion.

Las proteinas ftsH y omp son ambas proteasas localizadas en la membrana
externa.

surd es una carabina molecular, implicada en plegamiento correcto de
proteinas, también ubicada en la membrana externa.

La proteina putA4 pertenece a la familia de aldehido deshidrogenasas NAD-
dependientes, genera poder reductor en forma de NADH, el cual es
necesario para la respiracion aerobica.

Relacionados con la respiracion también se encuentran aumentados los
niveles de las proteinas afpA4, implicada en la sintesis de ATP y sdhA,

perteneciente al ciclo de los 4cidos tricarboxilicos.

Tabla IV.5.8. Valores de los ratios de las proteinas de E. coli tras los tratamientos por PEF

a 38°C con recuperacion respecto al control.

Ratio to control

Spot n° Protein

38°C
2606 atpA 2,76
3605 atpA 2,13
3713 sdhA 3,34
6406 prsA 3,66
7602 aspA 0,41
7605 gpml 0,46
8211 ptgA 0,39
8712 surA 4,32
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Entre las proteinas cuyos niveles disminuyen tras el tratamiento se encuentran
varias proteinas implicadas en el metabolismo celular como proteinas de la ruta de
biosintesis de los aminoacidos cisteina (cysK), aspartato (aspA) y triptofano
(wrbA), el enzima fosfoglicero mutasa (gpml) de las rutas de glucolisis y
gluconeogenésis, y ptgA, implicada en la fosforilacion y transporte de la glucosa al
interior celular y un transportador de tipo ABC.

Tradicionalmente, se ha explicado el mecanismo de inactivacion
microbiologica por Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad como un aumento de la
permeabilidad de la membrana plasmatica, también llamado electroporacion.
Basicamente, la célula sometida a los PEAI sufre una serie de modificaciones que
se pueden dividir en: un aumento del potencial transmembrana; generacion de
poros en la misma; evolucion del nimero y tamafio de los poros; cerrado o no de
los poros al desaparecer el estrés (intensidad de campo). Por tanto, centrdndose
principalmente en el efecto de los PEAI en la bicapa lipidica. Sin embargo, debido
a la presencia de otras moléculas en la membrana plasmaética (glucidos y proteinas
principalmente) diferentes a los fosfolipidos, cabe pensar que puedan ser afectados
por los PEAL

La protedmica examina los niveles de las proteinas y sus cambios en
respuesta a diferentes genotipos y condiciones. El estudio protedmico realizado
muestra, para tratamientos suaves de PEAI e independientemente de la
temperatura inicial, la existencia de modificaciones en ciertas proteinas.
Principalmente se observa una destruccion parcial o total de la proteina ompA, en
funcion de la temperatura. Dicha proteina esta situada en la parte externa de la
membrana citoplasmatica y actGa como una porina, permitiendo la entrada de
pequefios solutos (Tonella y col., 2001; Han y Lee, 2006). Por tanto, los PEAI
afectan al intercambio de moléculas de la célula con el exterior desde dos puntos de

vista, por una parte por la generacion de poros en la membrana plasmatica con la
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pérdida consecuente de metabolitos y por otra parte afectando a las proteinas canal.
Estudios realizados por Wemekamp-Kamphuis y col. (2004) y por Somolinos y
col. (2010) demuestran que el mecanismo de inactivacion por PEAI es diferente a
los mecanismos por calor o por altas presiones.

Es bien sabido que los estreses ambientales y los métodos de conservacion,
tales como el calor o los PEAI, inducen respuestas de adaptacion en las células
(Wesche y col. 2009). En nuestro estudio, el resto de las proteinas afectadas se
relacionan con los mecanismos de recuperacion, tanto de las funciones propias de
la célula como de la membrana plasmatica, cuando la célula se somete a un estrés.

En las células de E. coli sometidas a los PEAI y después recuperadas en
condiciones optimas (37°C- 1 hora), se observa, en general, que las proteinas que
han sufrido un cambio de intensidad son diferentes a las células tratadas sin
recuperacion. Sin embargo cabe destacar el incremento de nivel de las proteinas de
membrana (omp y FtsH) en las células recuperadas, indicativo de la recuperacion

de la célula, concretamente, de la membrana plasmatica.

1V.5.4 CONCLUSIONES

Estudios realizados en los tltimos afios sobre inactivacion microbioldgica por
PEAI han ido alejando la idea de que la inactivacion sigue siempre un proceso de
“todo” o “nada”. La aplicacion de la doble siembra (en medio selectivo-medio no
selectivo) o mediante otras técnicas han mostrado que tras la aplicacion de
tratamientos suaves por PEAI, puede aparecer un porcentaje de la poblacion
superviviente dafiada subletalmente, que puede evolucionar hacia una recuperacion
total o hacia la completa inactivacion dependiendo de las condiciones posteriores al
tratamiento. El porcentaje de células dafiadas depende de las condiciones de
tratamiento, de las condiciones del medio y del propio microorganismo.

La naturaleza del mecanismo de inactivacion de microorganismos por PEAI

generacion de poros y la pérdida de componentes celulares al medio, entre ellos

-197 -



Resultados Capitulo 5: Adaptacion microorganismos

material genético, y la recuperacion de las células dafiadas supone un riesgo que
hay que evaluar si se quiere implantar a nivel industrial esta tecnologia. Una de las
estrategias para mantener la calidad de los alimentos procesados sin comprometer
la seguridad microbioldgica, es la tecnologia de “barreras”. No obstante, es
fundamental que la aplicacion de una barrera no cree resistencias en el
microorganismo frente a las siguientes barreras. Este estudio ha demostrado, por
una parte, la existencia de una posibilidad, aunque remota y alejada de los
tratamientos efectivos y 6ptimos de inactivacion, de obtener células transformantes
debido al tratamiento por PEAI (15 kV/cm y 700us), dependiendo la generacion de
transformantes de la temperatura del producto, del tipo de microrganismo y del
acondicionamiento previo de las células al tratamiento.

Para la implantacidén de una tecnologia de conservacion se hace indispensable
un conocimiento profundo de los mecanismos de inactivacion de las tecnologias de
conservacion. Los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad, ademas de generar poros
en la membrana plasmatica, afectan las proteinas-canal contenidas en la misma,
afectando de este modo al balance quimico de la célula. Es necesario completar los
estudios realizados experimentalmente a nivel protedmico en cuanto al tratamiento
de células de E. coli por esta tecnologia, y ampliar conocimientos sobre posibles

cambios de virulencia y resistencia del microorganismo tras el tratamiento.
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Discusion general

A partir del siglo XIX, debido a la revolucion industrial y al aumento de la
poblacion, se produjo una migracion de poblacion del medio rural hacia las grandes
ciudades. Esta migracion supuso una revolucion social a todos los niveles,
imponiendo a las autoridades una necesidad de proveer de alimentos a este flujo
migratorio. Como consecuencia, a mediados del siglo XIX empezd la
comercializacion de alimentos conservados térmicamente, permitiendo una vida
util suficiente a un precio asequible que pudo satisfacer las necesidades de
alimentacion que la sociedad demandaba.

Con las necesidades basicas de la poblacion de alimentarse cubiertas, un
incremento del poder adquisitivo de las sociedades occidentales, ha hecho que la
sociedad demande alimentos de mejor calidad, tanto sensorial como nutritiva, que
los medios de conservacion de alimentos tradicionales no satisfacen plenamente.
Estas nuevas demandas se han debido a la mayor concienciacion de los
consumidores por su salud, asociando la alimentacion, junto con otros factores, con
el bienestar fisico y mental. Teniendo en cuenta que las tecnologias de
conservacion, principalmente las térmicas, empleadas mayoritariamente, son muy
agresivas con el alimento, tanto desde el punto de vista sensorial como nutritivo, a
partir de la ultima década del siglo XX, la reaccion de la industria ha llevado dos
caminos, no necesariamente excluyentes. Por una parte se ha ido desarrollando el
enriquecimiento de alimentos con compuestos nutritivos necesarios para una dieta
equilibrada, y por otra parte, se estan desarrollando tecnologias de conservacion
menos agresivas, obteniendo de este modo alimentos lo mas parecidos a los
naturales. Mientras que la gama de alimentos fortificados como los compuestos
nutritivos usados en la fortificacion ha crecido rapidamente en la Gltima década, el
desarrollo de tecnologias de conservacion menos agresivas ha evolucionado mas
lentamente.

Las lineas de investigacion seguidas por la industria se centran en la

optimizacion de los tratamientos térmicos, nuevos tipos de envasado, la adicion de
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compuestos antibacterianos y el desarrollo de tecnologias alternativas a la térmica.
Esta mejora de la calidad manteniendo, por supuesto la seguridad microbiologica
de los mismos, ha dado lugar al desarrollo de la “tecnologia de barreras” (hurdle
technology). El concepto consiste en la combinacion de tecnologias de
conservacion noveles y convencionales que establece una serie de factores de
conservacion (“barreras”) que los microorganismos no serian capaces de superar
(Leistner y Gorris, 1995). Estas barreras podrian ser la temperatura, la actividad
de agua, el pH, los conservantes, los antimicrobianos o las tecnologias no térmicas
de conservacion entre otras.

Entre las tecnologias no térmicas de conservacion, los Pulsos Eléctricos de
Alta Intensidad es una de las tecnologias que mas intensamente se estan
investigando como alternativa al tratamiento térmico. Debido a la resistencia de las
formas esporuladas de las bacterias y de los mohos a los PEAI, esta tecnologia
debe centrarse en los procesos de pasteurizacion, haciéndose necesario la
refrigeracion tras el tratamiento para retrasar o evitar el crecimiento de los
microorganismos supervivientes.

Los trabajos que componen la presente tesis doctoral tratan de estudiar la
idoneidad de la tecnologia de los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad para tratar un
alimento mezcla de zumo de naranja y leche estabilizado mediante la adicion de
pectina. La naturaleza de la sociedad actual ha conllevado una sustitucion
progresiva del consumo de fruta por zumos y derivados. Debido a que este tipo de
alimentos son muy sensibles desde el punto de vista sensorial y nutricional a los
tratamientos térmicos convencionales, los hace idoneos para la aplicacion de
tecnologias de conservacidon no térmicas ya que, como se ha comprobado
ampliamente, preservan en mayor medida sus caracteristicas de frescura. Para ello
se han llevado a cabo estudios de inactivacion por PEAI de microorganismos, tanto
patogenos como alteradores, de destruccion de enzimas causantes de la pérdida de

calidad del alimento y del efecto en nutrientes afiadidos. Por ultimo se llevaron a
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cabo estudios de validacion del efecto que produce esta tecnologia en
microorganismos comunes presentes en alimentos, con el objetivo de dilucidar su

respuesta.
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Figura V.1. Histograma de los valores de conductividad de los productos comerciales

estudiados.

El primer paso de la presente tesis ha conllevado la caracterizacion fisico-
quimica de productos comerciales que contenian derivados lacteos y zumo de
frutas para conocer el tipo de producto que se va a tratar, su problematica y
posteriormente establecer las condiciones de tratamiento. En este sentido, se
observo la existencia de dos tipos de productos, dependiendo del derivado lacteo
usado, leche o leche fermentada. La elevada conductividad eléctrica y viscosidad
de los productos que contenian leche fermentada, los hacia poco adecuados para
ser tratados por PEAI. (Figura V.1). Para un mismo voltaje aplicado, cuanto mayor
es la conductividad eléctrica del medio, menor es el campo eléctrico aplicado,
siendo la efectividad del tratamiento menor. La manera de compensar la pérdida de
efectividad seria incrementando el voltaje aplicado, con el consiguiente aumento de
la probabilidad de ruptura dieléctrica.

Por otro lado, la caracterizacion fisico-quimica de los productos comerciales
proporcioné informacidn sobre los componentes fundamentales (zumo de naranja,
leche desnatada, agua, pectina de bajo metoxilo y aztcar) que debia tener el

producto. La formulacién final del producto (50 % de zumo de naranja) se baso
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tanto en consideraciones tecnologicas como sensoriales, es decir, de las muestras
ensayadas con mayor aceptacion sensorial, se eligioé aquella que el tratamiento fue
mas efectivo (mayor inactivacion de Escherichia coli ), resultando ademas un
producto con una mayor concentracion en zumo que las existentes en el mercado.

En general, la inactivacion microbiologica alcanzada y su cinética de
inactivacioén, debido a la aplicacion de los PEAI depende de varios tipos de
parametros: 1) Parametros del proceso y ambientales; 2) Parametros
microbiologicos; 3) Parametros del producto. En la presente tesis se estudiaron
para un mismo producto el efecto de los parametros del proceso y ambientales
(intensidad de campo, tiempo de tratamiento y temperatura) y de los parametros
microbiologicos (estudiando dos tipos de microorganismos, una bacteria y una
levadura) en la inactivacidon microbiana. La gran mayoria de los estudios constatan
que los factores principales que influyen en el proceso son la intensidad de campo
eléctrico (F) y el tiempo de tratamiento (¢).

El primer estudio del efecto de los PEAI en microorganismos que se llevo a
cabo fue el efecto de la intensidad de campo y el tiempo de tratamiento en la
inactivacion de Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae suspendido en la
bebida desarrollada. Para ambos microrganismos se constatd que un incremento del
valor de los parametros de proceso (E y ¢) implica un incremento de la
inactivacion. Este hecho se ha observado en estudios de inactivacién microbiana
por PEAI tanto en medios de referencia como en alimentos. Tanto la resistencia a
la acidez de ciertos microorganismos patogenos (E. coli y Salmonella) como su
baja dosis de infeccion, ha obligado a la comunidad cientifica a considerar estos
patégenos en alimentos que tradicionalmente se consideraban seguros. En las
condiciones de tratamiento estudiadas (E = 15-40 kV/cm; t = 0-700 ps) se alcanzo
un inactivacion maxima de E. coli de 3.83 ciclos logaritmicos. Junto con las
bacterias lacticas, el Saccharomyces cerevisie es uno de los microorganismos

alteradores mas importantes en zumo de naranja y derivados (Kimball 1999). La
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bebida inoculada con la levadura fue tratada por PEAI (£ =10 -40 kV/cm; ¢t =0 —
1900 ps) a dos niveles de temperatura de entrada. Estudios paralelos de
inactivaciéon microbiana (Salmonella typhimurium y Lactobacillus plantarum)
realizados en la misma bebida (Sampedro y col., 2011; Sampedro y col., 2007;
Sampedro y col., 2006) obtuvieron inactivaciones maximas proximas a 2 ciclos
logaritmicos para ambos microorganismos.

Se ha constatado en diversos estudios que las caracteristicas fisico-quimicas
del alimento ejercen una clara influencia en la inactivaciéon microbiologica por
PEAI (Martin y col., 1997; Grahl y col., 1996; Ho y col., 1995). En la figura V1.2,
se compara las inactivaciones alcanzadas en zumo de naranja con las obtenidas en
la bebida aqui estudiada. A pesar de no ser tratamientos iguales y las cepas de los
microorganismos diferentes, se observa, principalmente en E. coli, una
disminucion de la inactivacion conseguida en la bebida de zumo-leche, indicativo
de una influencia de la composicion del alimento en la inactivacion. Sampedro y
col. (2006) exponen, al comparar la inactivacion de L. plantarum en agua
peptonada, zumo de naranja-zanahoria y bebida zumo naranja-leche, la existencia
de un efecto protector del medio frente a los PEAI. De igual modo, se observaba en
el anejo 1 de la presente tesis, que el incremento de la proporcion de zumo de
naranja (sustituyendo al agua en la formulaciéon) implicaba un descenso de la
inactivacion de E. coli en cualquiera de los tratamientos utilizados.

Un parametro ambiental fundamental en la aplicacion de los PEAI es la
temperatura alcanzada durante el tratamiento. Dicha temperatura depende de la
intensidad de campo eléctrico, el tiempo de tratamiento, la frecuencia, la
conductividad eléctrica y la temperatura del alimento antes de someterse al
tratamiento (temperatura inicial del alimento). Diversos estudios, han mostrado que
la inactivacion microbioldgica y enzimatica se ve influenciada por la temperatura,
sin embargo pocos estudios han integrado este efecto en las cinéticas de

inactivaciéon (Sensoy y col., 1997; Fox y col., 2007). Un estudio comparativo del
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efecto de la temperatura de entrada del alimento en las cinéticas de inactivacion
proporcionaria informacion fundamental a la industria en caso de variaciones de las
condiciones de produccion del alimento. Dos capitulos de la presente tesis han
tratado de ampliar los conocimientos actuales del efecto de la temperatura del
alimento en el tratamiento por PEAI, tomando como referencia un microorganismo
alterador (Saccharomyces cerevisiae) y la enzima causante de la pérdida de calidad

en este tipo de bebida (pectinmetilesterasa).
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Figura V.2. Inactivaciones maximas de E.coli, L. plantarum y S. typhimurium en zumo de
naranja (m) y bebida zumo naranja-leche (o).

Tabla V.1. Microorganismos, tratamientos y referencias bibliograficas usados en la figura

V.2.
Microorganismo Tratamiento Referencia
E. coli k12 40 kV/cm; 100 ps; 562C  McNamen y col., 2010
E. coli 0157:H7 35 kV/cm; 1700 ps; 402C  Mosqueda-Melgar y col., 2008
E. coli ATCC8739 15 kV/cm; 700 ps; 552C  Rivas y col., 2007

L. plantarum ATCC 49455 20 kV/cm; 70 ps; 552C Gutlery col., 2010

L. plantarum CECT220 35,8 kV/cm; 46,3 ps; Rodrigo y col., 2001

L. plantarum CECT220 40 kV/cm; 130 ps; 552C  Sampedro y col., 2006
S. typhimurium ATCC14028 20 kV/cm; 70 ps; 552C Gutlery col., 2010

S. typhimurium CECT443 40 kV/cm; 350 ps; 52C Sampdroy col., 2011
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En cuanto al efecto de la temperatura en la inactivacion de S. cerevisiae se
observa un efecto sinérgico entre la temperatura de entrada y los PEAI siendo mas
evidente a tiempos cortos e intensidades de campo bajas. Este hecho se justifica al
realizar el estudio desde el punto de vista de la energia consumida, donde se
comprueba la existencia de un valor de energia a partir del cual no hay incremento
de la inactivacion al aumentar la temperatura de entrada.

Uno de los puntos débiles de la tecnologia de PEAI es la escasa inactivacion
de enzimas, en el caso de la bebida desarrollada en la presente tesis, la
pectinmetilesterasa. La combinacion temperaturas suaves-PEAI se ha mostrado
como una estrategia valida para aumentar la inactivacion enzimatica sin merma de
la calidad del alimento (Yeom et al., 2000; Van Loey et al. 2002; Ho et al., 1997),
por ello, también se estudio el efecto de los factores de proceso intensidad de
campo eléctrico y tiempo de tratamiento y de la temperatura en la inactivacion de
la PME. La bebida fue tratada a tres niveles de temperatura de entrada (30, 35 y
40°C), obteniéndose una inactivacion maxima de 95.8% (20 kV/cm, 800 ps y 41 °C
de temperatura de entrada). De igual modo que en los estudios del E. coli y del S.
cerevisiae, al aumentar la intensidad de campo y el tiempo de tratamiento, se
incrementa la inactivacion. Sin embargo, a diferencia del estudio de la levadura, el
efecto sinérgico de la combinacion temperatura-PEAI es mayor al aumentar la
intensidad de campo y el tiempo de tratamiento.

La microbiologia predictiva puede definirse como una ciencia cuantitativa que
evaliia objetivamente el efecto de las operaciones de procesado, distribucion y
almacenamiento sobre la seguridad microbioldgica y calidad de los alimentos
(McMeekin y col. 1993). Consiste en la prediccion a través de modelos
matematicos, del comportamiento de microorganismos patdgenos y alteradores
alimentarios en respuesta a condiciones ambientales.

Los pasos a seguir en la modelizacion matematica se representan en la figura

V3.
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Figura V.3 Etapas genéricas para la realizacion de la modelizacion matematica.

Los modelos predictivos se pueden clasificar de acuerdo al esquema propuesto
por Whiting y Buchanan (1993):

1. Modelos primarios. Describen cambios en el nimero de microorganismos

en funcidon del tiempo, bajo unas condiciones particulares del entorno y
cultivo.

2. Modelos secundarios. Estan compuestos por ecuaciones que describen

como varian los parametros de los modelos primarios con cambios en uno
o mas factores ambientales.

3. Modelos terciarios. Son aplicaciones de uno o mas modelos primarios y

secundarios, incorporados a programas informaticos de control a nivel de
usuario, cuyo uso facilita la aplicacion de dichas ecuaciones.

Los modelos predictivos se estan aplicando en la actualidad en los sistemas de
Analisis de Riesgo y Control de Puntos Criticos (ARPCC), en el desarrollo de
nuevos productos, en el establecimiento de vida la comercial, y en la evaluacion
cuantitativa del riesgo microbioldgico (QMRA).

La modelizacion de las curvas de supervivencia es una herramienta esencial
para garantizar la seguridad alimentaria de los alimentos procesados ademas de un

paso intermedio en el analisis de riesgos. Se ha observado en numerosos estudios

-216 -



Discusion general

que las curvas de supervivencia de microrganismos tratados por PEAI se alejan de
la linealidad. Este comportamiento de las curvas de supervivencia podria ser
debido a la existencia de una distribucion de resistencias en la poblacion
microbiana, donde la parte inicial de la curva, con una velocidad de inactivacion
mas rapida, refleja la muerte de los microorganismos mas sensibles, y la parte final
de la curva, con una velocidad de inactivacion mas lenta, refleja la muerte de los
microorganismos mas resistentes. Sin embargo, Saldafia (2011) afirma que el
alejamiento de las curvas de supervivencia de cinéticas de primer orden puede
deberse también a una falta de homogeneidad del campo aplicado en la camara

tratamiento o bien a una adaptacion del microorganismo al tratamiento.

Tabla V.2 Valores del factor de escala de Weibull de diferentes microorganismos tratados

por PEAI en zumo de naranja-leche a 40kV/cm.

S. cerevisiae E. coli L. plantarum | S. typhimurium

a (kV/em) 0,00089 0,067 1,18 25,43

Sampedro y Sampedro y col.,
col., 2006 2011

Referencias Presente tesis Presente tesis

En la presente tesis doctoral el ajuste de las curvas de supervivencia de E. coli
y S. cerevisiae a modelos usados en estudios de PEAI (Bigelow, Hiilsheger y
Weibull), mostré que el modelo de Weibull era el que mejor se ajustaba a los datos
experimentales. En la figura V.4 se compara las curvas de inactivacion predichas
por el modelo de Weibull para una intensidad de campo eléctrico de 40 kV/cm,
tanto de la presente tesis doctoral como de otros estudios realizados con el mismo
equipo de tratamiento y en la misma bebida (Sampedro y col., 2006 y 2011). Se
observa que las células de L. plantarum, E. coli y S. cerevisiae presentan una
sensibilidad a los PEAI similar, siendo las células se S. typhimurium las menos

sensibles al tratamiento, por lo tanto resultando ser el microorganismo mas
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resistente al tratamiento. Este hecho se observa al comparar los valores del factor
de escala del modelo de Weibull para 40 kV/cm donde el valor mas alto y por

tanto, con una resistencia mayor al tratmiento corresponde al S. typhimurium.

s CO

== Salmonella

Log S
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= Saccharomyces

t (us)

Figura V.4. Curvas de inactivacion de 40 kV/cm predichas por el modelo de Weibull de E.
coli, S. typhimurium (Sampedro y col. 2011), L. plantarum (Sampedro y col., 2006) y S.

cerevisiae.

Un estudio mas profundo permitié deducir que los valores del parametro de
escala eran dependientes del campo eléctrico aplicado, deduciéndose la relacion
existente que permitio por un lado la obtencién de un modelo experimental
simplificado que relacioné la inactivacion conseguida con el campo eléctrico
aplicado y el tiempo de tratamiento, y por otro el calculo del pardmetro secundario
z; que a semejanza del parametro z del tratamiento térmico, proporciona una
herramienta util para la busqueda de microorganismos de referencia y para el
disefio de tratamiento optimos. En concreto, los valores de z de 43,1 kV/cm, 25,3
kV/ecm y 14 kV/cm, para E. coli, S. cerevisiae y S. typhimurium (Sampedro y col.,

2006) respectivamente, obtenidos a partir de los valores a de Weibull, muestran
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que el valor de a de E. coli es el que menor sensibilidad presenta a la variacion de
la intensidad de campo eléctrico.

En el estudio de inactivacion de la PME, las curvas de inactivacion obtenidas
también se alejan de la linealidad presentando hombros, es decir una mayor
sensibilidad al tratamiento para tiempos largos. Ello ha sido atribuido por otros
autores bien a la presencia de isoenzimas o fracciones con diferentes resistencias
(Elez-Martinez y col. (2006), Clemente 1998 y 2002) o bien debido a la capacidad
de extraccion de la tecnologia de enzimas presentes en los tejidos celulares. Las
curvas se ajustaron a modelos (Log-logistico, Baranyi y Weibull) que se
caracterizan por su flexibilidad para ajustarse a diferentes tipos de curvas. Se eligio
el modelo Log-logistico por ser el que presentaba una coherencia entre los valores
de los parametros cinéticos y la intensidad de tratamiento aplicada (campo eléctrico
y temperatura de entrada). Los parametros que lo definen, b; y ¢, son indicadores
de la resistencia de la enzima dependiendo de la intensidad de campo eléctrico y
temperatura de entrada. Esta dependencia permite el desarrollo de un modelo
experimental, basado en el modelo Log-logistico, que relaciona la inactivacion de
la PME con la intensidad de campo, el tiempo de tratamiento y la temperatura de
entrada.

El uso de tecnologias no térmicas de conservacion esta justificado porque
conservan en mayor medida las propiedades nutricionales del alimento. En la
presente tesis doctoral se llevaron a cabo dos estudios comparando el efecto de los
PEAI y el tratamiento térmico convencional en la bebida fortificada con vitaminas
hidrosolubles (biotina, acido foélico, acido pantoténico y riboflavina) y péptidos
inhibidores de la enzima conversora de la angiotensina I (IECA). En el estudio con
las vitaminas hidrosolubles, los tratamientos por PEAI conservan mejor las
vitaminas (biotina, folico y acido pantoténico) que el tratamiento térmico intenso
(95°C y 45 s). Tan importante como el efecto del tratamiento es la estabilidad de

las muestras tratadas durante el almacenamiento (4°C), observandose que la
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riboflavina, tras el tratamiento por PEAI se conservaba mejor tras 81 dias que la
tratada térmicamente. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por
Salvia-Trujillo y col. (2011) que, de igual modo que en la presente tesis, trataron
por PEAI una bebida de zumo y leche y observaron una ausencia de variacion en la
concentracion de vitaminas hidrosolubles del grupo B, tanto tras el tratamiento
como durante el almacenamiento. Otros autores han estudiado el efecto de PEAI
sobre el contenido de vitamina C, mostrando pérdidas inferiores al 10% tras el
tratamiento por PEAI y siempre menores a las obtenidas tras tratamientos térmicos
(Akin y Evrendilek, 2009; Elez-Martinez y Martin-Belloso, 2007; Plaza y col.,
2006; Torregrosa y col.,2006a; Zulueta y col., 2010b; Walking-Ribeiro, M. y col.,
2009). Respecto a los péptidos inhibidores de la ECA, no se encontraron
diferencias en su estabilidad entre el tratamiento por PEAI y el térmico.

Uno de los aspectos de los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad donde es
necesario ampliar conocimientos es el efecto de esta tecnologia en la seguridad
alimentaria del alimento tratado, desde el punto de vista de posibles modificaciones
en la resistencia al tratamiento de los microorganismos o en cambios de virulencia
de microorganismos patogenos. Una aspecto importante y que es necesario tener en
cuenta cuando se pretende introducir una nueva tecnologia es la posibilidad de
producir dafio subletal. La recuperacion de células dafiadas bajo condiciones
favorables es un hecho a tener en cuenta especialmente en la tecnologia de los
PEAIL El mecanismo de inactivacion de microorganismos por PEAI es la
generacion de poros en la membrana plasmatica, en tal nimero y tamafio que
provocan la lisis de la célula. Si el poro se cierra antes de producirse la muerte de
las células, éstas se recuperan. Cabe la posibilidad de que en el proceso se
introduzca en las células material genético presente en el medio y ajeno a ellas,
dando lugar a la formacion de transformantes. Por tanto, debido a la similitud entre
la electroporacion y el proceso por PEAI, es necesario considerar la posibilidad de

electro-transformacion como consecuencia del tratamiento por PEAI Para ampliar
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conocimientos en estos campos se realizaron estudios de dafio subletal y se
investigd posibilidad de aparicion de transformantes en suspensiones de
Escherichia coli y Lactobacillus casei tratados por PEAI. Ambos microorganismos
se inocularon en medios de referencia para estudiar exclusivamente el efecto de la
tecnologia evitando asi estreses debido a un alimento acido como es la bebida de
naranja y leche.

En cuanto a los resultados obtenidos, a pesar de que los tratamientos aplicados
al L. casei provocaron la aparicion de dafio subletal en la poblacion superviviente,
las diferentes condiciones para la preparacion de cultivos y suspensiones de células
y tratamiento de células, no permitieron demostrar la existencia de electro-
transformantes de L. casei.

En el caso del E. coli se estudid ademas el efecto de la variacion de la
temperatura de entrada del medio en la posibilidad de transformaciéon y en la
generacion de dafio subletal. En este caso si que se observo electrotransformacion,
siendo ademas ésta dependiente de la temperatura del medio, incrementandose la
frecuencia de transformacion al aumentar la temperatura del mismo (de 7°C a
24°C). Debido al mecanismo de inactivacion de los PEAI por generacion de poros
en la membrana, a priori, este incremento de la electrotransformacion con la
temperatura podria explicarse por el incremento del dafio subletal que se observa
en dicho rango de temperaturas. Sin embargo, mayores incrementos de temperatura
(30°C), a pesar de obtenerse una mayor proporcion de células dafiadas, no generan
electrotransformantes. La electrotransformacion se produce porque se generan
poros en la membrana, sin embargo, el dafio subletal es consecuencia de diferentes
efectos del estrés sobre la célula, siendo el efecto sobre la membrana plasmatica
uno de ellos. Seria necesario llevar a cabo estudios en mayor profundidad, pero en
prinicipio parece que la posibilidad de electrotransformacion debido a los
tratamientos por PEAI depende del microorganismo, de las condiciones de

tratamiento y del medio donde se encuentre el microorganismo.
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La respuesta de los microorganismos frente a la tecnologia de los PEAI ha sido
ampliamente estudiada tanto en alimentos como en medios de referencia,
centrandose principalmente en estudios de inactivacion, dafio subletal y
crecimiento tras el tratamiento. Sin embargo, hay un escaso conocimiento del tipo
de modificaciones a nivel molecular que se producen al aplicar los PEAI a
microorganismos. Es bien sabido que las células responden a condiciones
estresantes del medio ambiente modificando su perfil proteico e induciendo la
sintesis de proteinas especificas de respuestas al estrés. Este cambio en la expresion
de proteinas puede conllevar un problema de seguridad alimentaria, si los
microorganismos involucrados son patégenos, ya que puede haber una variacion en
la virulencia o en la resistencia a estreses de los mismos. Por tanto, es interesante el
estudio de las variaciones que la tecnologia de los PEAI pueda ejercer a nivel
protedmico en microorganismos patdégenos, como es el caso del Escherichia coli.

Los tratamientos realizados en el estudio de protedmica se eligieron por su
capacidad para generar dafio subletal y asi poder relacionarlo con las posibles
modificaciones causadas en el perfil proteico. De igual modo que en el trabajo de
electrotransformantes, se estudi6 el efecto de la variacion de la temperatura del
medio y el tratamiento por PEAI en el perfil proteico de las células. De los
resultados obtenidos, se observa que los tratamientos aplicados implican una
modificacion en el perfil proteico, generandose, por una parte, proteinas
relacionadas con los mecanismos de recuperacion celular y por otra, una
destruccion parcial o total de proteinas situadas en la membrana, relacionadas con
la transferencia de moléculas de la célula al medio.

La presente tesis ha mostrado que la tecnologia de los Pulsos Eléctricos de
Alta Intensidad puede ser una tecnologia de conservacion alternativa a la
pasteurizacion térmica para tratar alimentos acidos semejantes al estudiado, tanto
desde un punto de vista microbioldgico como de calidad y nutricional. De igual

modo, el desarrollo de modelos predictivos experimentales que relacionen
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pardmetros de proceso y ambientales con inactivaciones, tanto microbiologicas
como enzimaticas, es un paso clave para la optimizacion del procesado y una futura
implantacion del mismo. Finalmente, la presente tesis ha incidido en un aspecto
fundamental, la evaluacion de la tecnologia desde el punto de vista de seguridad
alimentaria, constatando la existencia de dafio subletal, la modificacion del perfil

proteico de dichas células y la formacion de células electrotransformadas.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. El tratamiento por PEAI es efectivo frente a la inactivacion de células de
Escherichia  coli,  Saccharomyces  cerevisiae 'y la  enzima
pectinmetilesterasa en la bebida desarrollada, consiguiendo una mayor
inactivacion al aumentar el tiempo de tratamiento y la intensidad de campo
eléctrico.

2. El tratamiento por PEAI presenta un efecto sinérgico con la temperatura
de entrada del alimento en la inactivacion de Saccharomyces cerevisiae y
la enzima pectinmetilesterasa. Por lo tanto, el incremento de la temperatura
de entrada del alimento es una estrategia valida para aumentar la
inactivacion de la levadura y la enzima alcanzandose en el ultimo caso
inactivaciones semejantes a las obtenidas mediante tratamientos térmicos
suaves (95,8 %).

3. La distribucion de Weibull es el modelo matematico que mejor se ajusta a
las curvas de supervivencia de E. coliy S. cerevisiae tratadas por PEAI El
factor de escala es el parametro cinético, considerandose un indicador de la
sensibilidad de los microorganismos al tratamiento, tanto a la variacion de
la intensidad de campo eléctrico como de la temperatura de entrada del
alimento.

4. Para ambos microorganismos se ha podido calcular el parametro cinético
secundario (z,) resultando el obtenido para el S. cerevisiae mas sensible
que el obtenido para el E. coli.

5. El modelo Log-Logistico es el modelo matematico que mejor interpreta la
inactivacion de la PME.

6. Tanto en el caso de los microorganismos como de la enzima se ha podido
obtener un modelo experimental que relacione la inactivacion conseguida

con la intensidad de campo eléctrico, el tiempo de tratamiento y la
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10.

11.

12.

temperatura de entrada siendo una herramienta que permite realizar
predicciones en funcion de variaciones de las condiciones de tratamiento.
La tecnologia de los PEAI es adecuada para preservar los péptidos
inhibidores de la ECA adicionados a la bebida.

Los PEAI conservan las vitaminas hidrosolubles (biotina, acido folico,
acido pantoténico y riboflavina) en igual medida que tratamiento térmicos
suaves (84°C) y mejor que tratamientos térmicos intensos (95°C).

La posibilidad de generacion de transformantes debido al tratamiento por
PEAI depende de las condiciones de tratamiento, del acondicionamiento
previo de las células y del tipo de microorganismo.

El tratamiento por PEAI modifica el perfil proteico del E. coli viéndose
afectadas proteinas presentes en la membrana plasmatica asociadas con el
intercambio de moléculas entre el medio y la célula.

La membrana plasmatica de la célula se ve afectada por el tratamiento por
PEAI tanto en su componente lipidica (generandose poros que pueden
producir una transformaciéon de la bacteria) como en su componente
proteica (destruccion de proteinas asociadas al intercambio de
componentes).

Mediante la tecnologia de pulsos eléctricos de alta intensidad alta
intensidad se puede conseguir la reduccion, tanto de la carga microbiana
capaz de crecer en una bebida mezcla de zumo de naranja y leche como de
la actividad enzimatica de la pectinmetilesterasa. La aplicacion de modelos
matematicos que relacionen las condiciones de tratamiento y las
ambientales con la inactivacion alcanzada es una herramienta fundamental
tanto para garantizar la seguridad microbiolégica como para la
implantacion de la tecnologia a nivel industrial. Asimismo, para garantizar
la seguridad de los productos tratados por PEAI es necesario profundizar

en los estudios de validacion.
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Estudio fisico-quimico de productos comerciales mezcla de zumo de frutas
y derivados lacteos.

Para desarrollar una bebida mezcla de leche y zumo de naranja, en primer
lugar se caracterizaron desde el punto de vista fisico-quimico (pH, conductividad,
viscosidad y °Brix) muestras de alimentos comerciales que contuviesen en su
formulacidn, entre otros componentes, derivados lacteos y zumo de frutas.

Los productos comerciales que se adquirieron se podrian dividir en dos grupos
segun el tipo de derivado lacteo: productos fermentados y productos sin fermentar.
Los productos del primer grupo contenian en su formulacion algln tipo de leche

fermentada mientras los productos del segundo contienen leche no fermentada.

Tabla VIL1. Propiedades fisico-quimicas de los productos comerciales analizados en

este estudio.

Tipo de N° de Propiedades Valor
producto muestras Fisico-quimico Inferior Superior
pH 3,65 4,40
Brix 7,8 21,2
Fermentado 14 Conductividad
3,67 7,42
(mS/cm)
Viscosidad (mPa) 43 109
pH 2,65 4,13
Brix 11,5 14,5
No fermentado 18 Conductividad
1,09 3,61
(mS/cm)
Viscosidad (mPa) 21 34,5

En la Tabla VII.1 se muestra los valores de las caracteristicas fisico-quimicas
de los productos comerciales analizados. Mientras los valores de °Brix como del
pH de los productos fermentados como no fermentados son semejantes, la

viscosidad y la conductividad de los productos fermentados (3,67-7,42 mS/cm y
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43-109 mPa, respectivamente) son muy superiores a la conductividad y la
viscosidad de los no fermentados (1,09-3,61 mS/cm y 21-34,5 mPa,
respectivamente).

Debido a los valores altos de viscosidad y conductividad de los productos que
contienen leche fermentada, no se recomienda su uso para ser tratados por PEAI.
Una viscosidad alta supondria una falta de uniformidad en la aplicacion del campo
eléctrico en el alimento en las camaras de tratamiento ademas de una alta
probabilidad de que se produzca fendmenos de ruptura dieléctrica. A su vez, como
la conductividad eléctrica define la resistencia de las cdmaras de tratamiento, una
conductividad alta también incrementaria la energia aplicada y la temperatura de
tratamiento, disminuyendo la efectividad del tratamiento.

Por lo tanto, centrandose en productos no fermentados, mas del 90% de los
productos comerciales utilizaban leche desnatada en su formulacion, variando su
contenido entre un 5 y un 20%, segun lo declarado en la etiquetas. El uso de leche
desnatada es preferible a la entera en bebidas que vayan a ser tratadas por PEAI ya
que, la grasa que contiene la leche entera es un factor desfavorable para el
tratamiento (Martin y col. 1996).

Respecto al zumo, existe una gran variadad de frutas usadas, variando entre un
2,5 y un 25%, seglin lo declarado en las etiquetas, siendo zumos de una fruta o
combinacion de varias. En todas las etiquetas viene reflejado que los zumo
proceden de concentrados. Otros componentes minoritarios utilizados en las
bebidas, son un acidulante (4cido citrico), un estabilizante (pectinas) y azlcar.

Por lo tanto se decidié formular nuestra bebida con productos no fermentados,
a base de leche desnatada y zumo de naranja, acompaiiados de acido citrico como

acidulante y pectina de alto metoxilo como estabilizante.
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Estudio de inactivacion por PEAI de E. coli en las diferentes
formulaciones.

A partir del estudio de mercado expuesto en el apartado anterior, se decidio
realizar tres productos con las siguientes formulaciones:

Producto 1. 25% zumo; 20% leche desnatada; 55% agua destilada; 7,5%
azucar; 0,1% ac. Citrico; 0,3% pectina alto metoxilo.

Producto 2: 50% zumo; 20% leche desnatada; 30% agua destilada; 7,5%
azucar; 0,1% ac. Citrico; 0,3% pectina alto metoxilo.

Producto 3: 70% zumo; 20% leche desnatada; 10% agua destilada; 7,5%
azucar; 0,1% ac. Citrico; 0,3% pectina alto metoxilo.

Estudios paralelos mostraron la estabilidad durante el almacenamiento bajo

refrigeracion de estas formulaciones.

5 30
+ 25
+ 20 . pH
3 Conductividad
+ 15
—aA— Brix
+ 10 —»— Viscosidad
+5
0

Producto 1 Producto 2 Producto 3

Figura VII.1.1 Valores de pH, °Brix, conductividad y viscosidad de los tres productos
(25, 50 y 70% en zumo de naranja).

En la figura VII.1.1 se exponen los valores de pH, conductividad, viscosidad y

°Brix de los tres productos. Como era de esperar, ya que se sustituye el agua por
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zumo, un aumento del contenido en zumo implica un aumento de la conductividad,
solidos solubles, de la viscosidad y un descenso del pH.
Para el estudio de inactivacion por PEAI de E. coli de los tres productos, éstos

se sometieron a los siguientes tratamientos:

Intensidad de campo eléctrico: 40 kV/cm.
Tiempo de tratamiento: 30, 50, 70, 110 ps.
Anchura del pulso: 2.5 us.
Temperatura de entrada: 35°C.
Temperatura maxima de tratamiento: 62°C.

En la figura VII.1.2 vienen representadas las inactivaciones de E. coli
obtenidas en las condiciones de tratamiento estudiadas. Como se puede observar, al
aumentar el tiempo de tratamiento se incrementa la inactivacion (p<0.05) en los

tres productos.

2,5

\S]
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—_
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tiempo tratamiento (us)

OProducto 1 @Producto 2 OProducto 3 ‘

Figura VIL1.2. Inactivaciones de E. coli inoculado en los tres productos (25, 50 y 70% en

zumo de naranja) en las condiciones de tratamiento estudiadas.

Cuando se comparan mismos tratamientos para los diferentes productos, se

observa que al disminuir el contenido en zumo, aumenta la inactivacion de E. coli
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(p=0.05), siendo las diferencias en las inactivaciones en los productos 1 y 2 (25% y
50% de zumo, respectivamente) menores que respecto al producto 3 (70% de
Zumo).

La menor inactivacion del producto 3 puede ser debido al incremento de la
complejidad del producto (mayor contenido en zumo) que implica un aumento de
la viscosidad y de la conductividad eléctrica. Mientras que las viscosidades de los
productos 1 y 2 son similares, la del producto 3 es superior, observandose una
tendencia de las viscosidades con la inactivacion alcanzada en los tres productos.
Como se ha comentado anteriormente, un aumento de la conductividad eléctrica
implica una pérdida de la efectividad del tratamiento y un aumento de la
temperatura del alimento sometido al mismo, tal y como se refleja en la grafica
VII.1.3, donde se observa temperaturas maximas alcanzadas inferiores en el
producto 1 respecto a los otros productos. Otros estudios han relacionado la
conductividad y la complejidad del sustrato con la inactivacion microbiana
mediante pulsos eléctricos de alta intensidad (Rodrigo et al., 2003; Martin et al.,

1997).
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Figura VII.1.3 Evolucion de las temperaturas maximas alcanzadas por los tres

productos (25, 50 y 70% en zumo de naranja) en las condiciones de tratamiento estudiadas.
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Eleccion de 1a formulacion final de la bebida

Paralelamente a los estudios de inactivacion por PEAI de E. coli en los tres
productos, se realizaron analisis sensoriales de las distintas formulaciones,
calificando el aspecto, sabor, viscosidad y preferencia global. Con respecto al
parametro “sabor”, los jueces prefirieron la formulacién con un 50% de zumo de
naranja, mientras que para el resto de parametros no presentaron diferencias (p >
0,05) entre las formulaciones del 50 % y del 70 %.

Por lo tanto, aunque desde el punto de vista de la mayor inactivacion
alcanzada, la formulacion con un 25 % seria la mas adecuada para el tratamiento
por pulsos eléctricos, ya que su menor complejidad favorece el tratamiento, se elige
la formulacion del 50 % en zumo debido a su mayor aceptacion por los jueces, a la
poca diferencia en nivel de inactivacion respecto a la formulacion del 25 % y al
mayor contenido en zumo de naranja que los productos comerciales analizados

hasta la fecha.
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Adaptation potential of microorganisms
treated by pulsed electric fields

D. Rodrigo, M. Ziifiiga, A. Rivas and A. Martinez, Instituto de
Agroquimica y Tecnologia de Alimentos, Spain, and

S. Notermans, Foundation Food Micro and Innovation, The
Netherlands

10.1 Introduction

The microbial ecology of foods is influenced dramatically by food processing
and preservation techniques. Some of the processes used are traditional and
are known to be effective in controlling any foodborne pathogens present.
Control may be achieved by the effects of the product formulation, including
the incorporation of preservatives, use of a decontamination treatment and
other hygiene measures. Although vegetative bacteria may sometimes survive
such conditions, they are often sub-lethally injured. In fact, almost all micro-
organisms of concern in the food industry are susceptible to stress and injury
by chemical or physical treatments involved in food production. Sub-lethal
injury was first demonstrated with lactic acid bacteria used as starter cultures
in dairy fermentations. In this case, injury arose from exposure to chill
conditions and the organisms were found to require additional nutrients to
restore growth at the normal rate (IFT, 2002). The manifestations of injury
can include more exacting growth requirements, an increased time lag prior
to exponential growth, and greater sensitivity to inhibitory agents. On the
other hand, there may be subsequent resistance to inactivation by agents that
are normally inhibitory, a change in the virulence of a pathogen or acquisition
of new characteristics (IFT, 2002). When only mild antimicrobial treatments
are used in food processing, as in some newer techniques, the number of
surviving organisms will be greater and sub-lethal injury will be less.
Whatever the proportion of injured cells, these can usually revert to the
normal state by repairing the cellular damage under suitable conditions.
Thus, the original capabilities of the cell will be regained following a period
of recovery in the absence of inhibitory agents. In practice, however, the
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Abstract The killing effect of pulsed electric fields (PEF)
on Escherichia coli (ATCC 8739) suspended in an orange
juice and milk beverage was studied. Bipolar square pulses
with a pulse width of 2.5 jus were applied. Electric field
strength and treatment times ranged from 15 to 40 kV/em,
and from 0 to 700 ps, respectively. A maximum of 3.83
log reductions was achieved at 15 kV/em and 700 jus. The
experimental data were fitted to Bigelow and Hiilsheger
models and Weibull distribution function. Results indicated
that Weibull function best described the experimental data
(lowest mean square error). As there were no significant
differences in the values of the shape factor (n) at the electric
field strength of 25-40 kV/em, the number of parameters
in the Weibull model were reduced, leading to a simplified
model with a fit similar to that obtained with the full model.

Keywords Pulsed electric fields - Orange juice-milk -
Escherichia coli - Inactivation kinetics

Introduction

Functicnal foods have been gaining in importance recent
years because the consumer perceives them as healthy and
beneficial for the health. The range of this sort of products
increases daily, milk products mixed with juices and other
minor components being the most popular. A major chal-
lenge in developing a functional beverage is to preserve its
nutrients and make it attractive from a sensory viewpoint.
Nowadays these types of beverages are treated thermally,
which might involve the loss of important nutrient com-
pounds and alteration of some of the natural characteristics
of the food (flavour, colour, aroma, etc.) [1, 2]. Therefore
the application of less aggressive technologies would be
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desirable in order to preserve the nutritious and sensory
properties of these beverages.

It has been proved in many foods that non-thermal tech-
nologies can produce enough reductions in the microbio-
logical load to increase the shelf life of the products kept
under refrigeration. Pulsed electric fields (PEF) is one of
these non-thermal preservation technologies. This tech-
nology may be devised as an altemative or complement
to heat pasteurization of liquid foods because it showed
that it did not affect significantly the natural character-
istics of the final product [3-6]. There are works that
have studied pulsed electric fields microbial inactivation
in orange juice and milk separately; however, no infor-
mation has been published about the effectiveness of PEF
treatment when microorganisms are contaminating a more
complex product, such as a mixture of orange juice and
milk.

Recent foodborne E. coli outbreaks involving apple cider,
fresh apple juice and orange juice have highlighted the acid
tolerance and probable low infective dose of this pathogen
[7-12]. These findings strengthen the need to carry out
extensive studies in order to check the nature of death of
E. coli in an acid food pasteurized by using pulsed elec-
tric fields. Development of models to interpret the survive
curves for E. coli in this type of food treated by PEF is
essential.

Kinetic parameters and models are commonly used to
develop food preservation processes to make the foodstuffs
safe. Traditionally, first-order kinetic models have been
used to describe the survival curves of microbial cells
that receive thermal or non-thermal treatment [13-19].
However, there is significant evidence that microbial
survival curves could not be log-linear. Alternative models
and parameters for description of the survival of the
microbial population when exposed to lethal agents
should be recognized. One model that best describes
non-logarithmic survival curves is the Weibull distribution
[20-25].

The aim of this study was to investigate the PEF inac-
tivation of E. coli suspended in an orange juice and milk
beverage. The experimental inactivation data will be fitted
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Abstract

The effects of pulsed electric fields technology (15-40 kV/cm; 0-700 ps) and thermal processing (84 °C and 95 °C, 15-120 s) were stud-
ied on an orange juice and milk mixed beverage fortified with water-soluble vitamins (biotin, folic acid, pantothenic acid and riboflavin)
and angiotensin-I-converting enzyme (ACE) inhibitory peptides. The evaluation of the technologies was carried out from two points of
view: effect of treatments and effect of storage (4 °C, 81 days). The results confirmed the stability of the vitamins and the ACE inhibitory

activity after the PEF treatment and during storage.
@© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: ACE inhibitor peptides; Biotin; Folic acid: Orange juice-milk beverage; Pantothenic acid; Pasteurization; Pulsed clectric fields; Riboflavin;

Storage

1. Introduction

The increasing concern of consumers about their health
and new lifestyles that are driving them away from healthy
dietary habits has prompted the industry to become
involved in the need for food products which contribute
to the prevention of illness. The natural drinks (soy-based
drinks or drinkable yogurts) that consumers consider
healthy constitute one of the food industry sectors with
highest growth worldwide (31% for soy-based drinks; and
19% for drinkable yogurts, in 2004) (Sloan, 2005). Reflect-
ing a similar concern, as a result of the new Dietetic Guides
for the Americans, published in 2005, the International
Food Information Council has declared that now, and in
the immediate future, food research and nutrition profes-
sionals must make the most of opportunities to develop
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functional foods that support and promote health (Davis
& Reinhardt, 2005).

Among the most consumed functional foods are mixed
fruit juice and milk beverages fortified with vitamins, bio-
logically active peptides, minerals and fibre (Pszczola,
2005). In Spain, consumption of enriched juices of this
kind, in 2005, represented 19.47% of the total per capita
consumption of juices (http://www.mapa.es/es/alimenta-
cion/pags/consumo/BD/resultadol.asp). Recently, milk
beverages fortified with bioactive peptides and minerals
with antihypertensive properties have been commercialized
(Sloan, 2005).

One of the nutritive compounds to take into account is
the group of water-soluble vitamins. B group vitamins are
water-soluble vitamins that have many different fundamen-
tal biological properties, such as protection against cancer,
heart disease, and birth defects (Lucock, 2004). The stabil-
ity of B vitamins depends on each vitamin and on external
factors, such as presence of oxygen, light and acids.
Another cause of vitamin B group losses is thermal treat-
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