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RESUMEN

El ultrasonido de alta intensidad es una tecnologia emergente y promisoria para la
conservacién de los alimentos que reduce la concentracién microbiana sin afectar sus propiedades
fisicoquimicas y nutricionales de manera significativa. Como se observa en otras nuevas
tecnologias de preservacién, las propiedades intrinsecas de los alimentos podria tener un impacto
significativo sobre la efectividad de los tratamientos. Por esta razén los estudios sobre estas
interacciones matriz-tratamiento-microorganismo, son requeridos para determinar el potencial

real de aplicacidn ultrasonidos de alta intensidad.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la influencia de las propiedades intrinsecas
de los alimentos sobre el efecto del ultrasonido de alta intensidad en tres cepas microbianas de
importancia en alimentos y con caracteristicas diferenciales a nivel de pared celular: Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae. El efecto de diferentes
concentraciones de glucosa, NaCl y grasa y de diferentes valores de pH sobre la cinética de
inactivacion microbiana fue evaluado. Poblaciones microbianas de 7,0 log UFC/ml inoculadas en
PBS (phosphate buffered saline) se trataron de 1,0 a 10,0 minutos con el Sonicator Misonix S-4000
(amplitud: 120um vy frecuencia: 24KHz). El modelo matematico de Geeraerd se utilizd para

describir la respuesta de los microorganismos a las diferentes condiciones de tratamiento.

Los resultados mostraron que la concentracién celular de L. monocytogenes, E. coli y S.
cerevisiae, se redujo 0,5, 0,9 y 1,1 ciclos logaritmicos, respectivamente, después de 10,0 minutos
de tratamiento en soluciones de PBS. Concentraciones de glucosa por encima del 8,0%,
favorecieron la inactivacién microbiana por ultrasonido con reducciones de mas de 2,0 log ciclos
log. Concentraciones de NaCl al 1,0%, también potencializaron el efecto del ultrasonido,
generando reducciones de 1,5 ciclos log. El contenido de grasa y el pH del medio mostraron un
efecto cepa-dependiente sobre la efectividad de los tratamientos. Los resultados sugieren que los
factores intrinsecos del ambiente ejercen un efecto significativo sobre la cinética de inactivacion
microbiana por ultrasonido. Con el fin de aplicar esta tecnologia a escala industrial, se requiere

estudiar ampliamente las caracteristicas fisicoquimicas de cada matriz alimentaria.
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ABSTRACT

High-intensity ultrasound is an emerging and promising technology for food preservation,
reducing microbial concentration without affecting significantly the physicochemical and
nutritional properties of foods Similarly to other novel preservation technologies, the intrinsic
properties of the food could have a significant impact on the effectiveness of treatments. For this
reason studies on these interactions matrix-microorganism-treatment are required to determine

the real potential of application high-intensity ultrasound.

The main objective of this study was to evaluate the influence of the intrinsic properties of
food on the effect of high intensity ultrasound on three important microorganisms with different
characteristics of cell wall and size related to food: Listeria monocytogenes, Escherichia coli and
Saccharomyces cerevisiae. The effect of different glucose, NaCl, and fat concentrations and pH
values on the kinetics of microbial inactivation was assessed. Microbial populations of 7,0 log
CFU/mL inoculated into PBS (phosphate buffered saline) were treated from 1,0 to 10,0 minutes
with the Sonicator Misonix S-4000 (range: 120um and frequency: 24KHz). The Geeraerd
mathematical model was used to describe the response of the microorganisms to the different

treatment conditions.

The results showed that the cell concentration of L. monocytogenes, E. coli and S.
cerevisiae, was reduced 0,5, 0,9 and 1,1 log cycles respectively, after 10,0 minutes of treatment in
solutions of PBS. Glucose concentrations above 8,0%, promotes microbial inactivation by
ultrasound with more than 2,0 log cycles reduction. Concentrations of NaCl 1,0% also potentiated
the effect of ultrasound, causing reductions of 1,5 log cycles. The fat content and pH of the
medium showed a strain-dependent effect on the effectiveness of the treatments. The results
suggested that intrinsic factors of the environment exert a significant effect on the kinetics of
microbial inactivation by ultrasound. In order to implement this technology at industrial scale

more extensive studies on the physicochemical characteristics of each food matrix are required.

-13 -



1. INTRODUCCION

El efecto marcado de la globalizacidon y los acelerados ritmos de trabajo, asi como también
el acceso ilimitado y casi instantaneo a la informacién, han provocado que los consumidores de
alimentos se vuelvan cada vez mas exigentes en cuanto a las caracteristicas de aceptabilidad de los
productos que consumen. Es asi como hoy en dia la decisidn de compra de un alimento procesado
estd mas basada en la preservacion de las caracteristicas nutricionales y funcionales del material
fresco, que en una vida de anaquel extremadamente larga. Por tal motivo, durante las ultimas
décadas, las investigaciones en alimentos se han encaminado hacia la busqueda y el desarrollo de
nuevas tecnologias que permitan reducir la intensidad de los tratamientos térmicos requeridos
para la estabilizaciéon de sistemas alimentarios (Lopez et al., 1994). Esta busqueda ha permitido
que tratamientos fisicos no térmicos como las altas presiones, los pulsos eléctricos, los pulsos
magnéticos, los pulsos luminosos, las irradiaciones y el ultrasonido, entre muchos otros, se
conviertan en alternativas promisorias para el procesamiento de alimentos por cuanto permiten
realizar operaciones de estabilizacién sin incrementar drasticamente la temperatura del sistema,
preservando mucho mejor las caracteristicas sensoriales y nutricionales del producto final (Aleman
et al., 1994; Parish, 1998; Villamiel et al., 2000; D’Amico et al., 2006; Knorr et al., 2007; Barbosa-
Canovas et al., 2008).

La utilizacién de ondas de ultrasonido en la industria de alimentos ha sido objeto de
investigacion durante muchos afios, especialmente para el desarrollo de técnicas de analisis no
invasivas y para el control de calidad (Mason et al., 1996). Recientemente, varios estudios han
demostrado que el ultrasonido de alta intensidad tiene un efecto destructivo sobre las paredes y
membranas bioldgicas, por lo cual se constituye como una tecnologia de gran potencial para la
reduccion de carga microbiana a temperaturas de procesamiento inferiores a las utilizadas
durante la pasteurizacién y la esterilizacion (Mason et al., 1996; Ordofiez, 1987; Wrigley et al.,
1992). Estudios previos realizados por el grupo de investigacion en Procesos Agroindustriales de la
Universidad de La Sabana y la empresa Productos Naturales de la Sabana Alqueria S.A,
demostraron que tratamientos con ondas de ultrasonido de alta intensidad reducen

sustancialmente la carga bacteriana en medios de cultivo, soluciones tampdn y leche, lo cual abre
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una posibilidad de innovacién tecnolédgica importante para disminuir la concentracién de
microorganismos y extender la vida util de productos alimenticios. Sin embargo, los estudios sobre
su efecto en otras matrices son escasos y hace falta establecer los limites y los alcances de esta
tecnologia para la implementacion del ultrasonido a nivel industrial. Adicionalmente, aunque es
bien conocido que los factores extrinsecos e intrinsecos inciden significativamente sobre el
comportamiento de los microorganismos cuando son sometidos a condiciones de estrés como los
tratamientos fisicos (Madigan et al., 2008; Barbosa-Canovas et al., 2008; Chemat et al., 2011),
hasta el momento no se han reportado estudios que demuestren de manera sistematica el efecto

de estos factores sobre la efectividad de los tratamientos ultrasdnicos.

Con base en lo anteriormente expuesto se hace evidente la gran necesidad que existe de
realizar trabajos de investigacidon que permitan esclarecer el efecto de tecnologias emergentes de
caracter no térmico como el ultrasonido, sobre la estabilidad microbiolégica de productos de
importancia nutricional, causando a la vez un impacto tecnoldgico positivo en la industria
alimentaria de la region. De esta manera, la industria de alimentos en Colombia necesita afrontar
de manera competitiva los retos tecnoldgicos establecidos para el siglo XXI, y para ello requiere un

replanteamiento de las tecnologias de procesamiento actualmente utilizadas.

Es por eso que este trabajo se centré en el estudio de los factores que afectan la respuesta
de los microorganismos a las ondas de ultrasonido de alta intensidad para poder establecer
condiciones de tratamiento (frecuencia, tiempo y potencia transmitida al medio) que permitan
validar el uso de esta tecnologia en diferentes matrices alimentarias. Asi, con el propdsito de
aportar nuevo conocimiento en el tema de tecnologias no térmicas y con el objetivo de acercar la
investigacion cientifica en ultrasonido de alta intensidad a su implementacién industrial, se
estudid en este trabajo el efecto de factores intrinsecos como el pH y la composicidn del medio
(azucar, sal, lipidos, proteinas y acidos organicos) sobre la inactivacidn de tres microorganismos de
importancia en la industria alimenticia como lo son Escherichia coli, Listeria monocytogenes y
Saccharomyces cerevisiae, sometiendo para esto una matriz liquida ajustada a diferentes
condiciones intrinsecas, a tratamientos de ultrasonido de alta intensidad y asi poder plantear su

potencial de aplicacién efectiva.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de factores intrinsecos de una matriz liquida sobre la inactivacidn
microbiana de tres microorganismos de importancia en alimentos, por tratamientos con

ultrasonido de alta intensidad.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la cinética de inactivacidon en tratamientos ultrasénicos de alta intensidad de tres
microorganismos diferentes asociados a alimentos (Listeria monocytogenes, Escherichia coli y

Saccharomyces cerevisiae) suspendidos en soluciéon tampon.

Determinar el efecto de la composicidn del sustrato (glucosa, sal, grasa) sobre la cinética de

inactivacidon microbiana en tratamientos con ultrasonido de alta intensidad.

Determinar el efecto de pH del medio sobre la cinética de inactivacién microbiana en

tratamientos de ultrasonido de alta intensidad.
Obtener los modelos matemdticos que describan el comportamiento de los tres

microorganismos evaluados durante tratamientos con ultrasonido de alta intensidad bajo el efecto

de diferentes factores intrinsecos.
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3. MARCO TEORICO

3.1. ULTRASONIDO

3.1.1. GENERALIDADES DEL ULTRASONIDO

Ultrasonido es el nombre que cominmente reciben las ondas de sonido con frecuencias
mayores a aquellas que pueden ser detectadas por el oido humano. El ultrasonido maneja ondas
con frecuencias entre 16KHz y 20MHz, las cuales al ser aplicadas pueden llegar hasta 5MHz en
gases o hasta 500MHz en liquidos y sdlidos (Kuldiloke et al., 2002; Demirdoven et al., 2009; Arroyo
et al., 2011; D’Amico et al., 2006).

El ultrasonido es una tecnologia emergente que recientemente ha sido estudiada para
propdsitos de inactivacidn microbiana y enzimatica, pero que durante afios ha sido objeto de
investigacion, especialmente en el tema de control de calidad en la industria de alimentos. Se ha
demostrado que puede ser utilizado para la evaluacion de textura, composicion y viscosidad de
alimentos (Lee et al., 2003), para el desarrollo de técnicas de andlisis no invasivas y para
determinar el nivel de homogenizacion de glébulos de grasa en leche (Mason et al., 1996), entre
otras aplicaciones. Adicionalmente, el ultrasonido por su capacidad para destruir paredes vy
membranas bioldgicas, es considerado como una tecnologia promisoria tanto para la destruccion
de microorganismos a temperaturas de procesamiento inferiores a las utilizadas durante la
esterilizacion, como para acompafiar otras tecnologias de proceso como lo son la extraccidn, las
altas presiones, la pasteurizacion, entre otras (Coupland, 2004; Rodgers y Ryser, 2004; Ugarte-

Romero et al., 2007; Barbosa et al., 2009; Demirdoven et al., 2009).

Dependiendo de los rangos de frecuencias utilizados, el ultrasonido se puede dividir en dos

tipos: ultrasonido de baja intensidad y ultrasonido de alta intensidad (Figura 1).

El ultrasonido de baja intensidad maneja ondas sonoras de frecuencias mayores a 100KHz
con baja amplitud de propagacion y utiliza también, niveles de potencia muy bajos (<1Wcm?) que

no causan alteraciones fisicas ni quimicas en el material sobre el cual actian, por lo cual son
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conocidas como no destructivas. La aplicacidon mas comun de este tipo de ultrasonido es en el
campo médico para el analisis de imagenes, el andlisis quimico y en estudios de fendmenos de
relajacién. Igualmente, en el campo de la ingenieria de alimentos es utilizado como método
analitico para obtener informacidon importante acerca de las propiedades fisicoquimicas y el
estado fisico de los alimentos en el area de control de calidad (McClements, 1994; Kuldiloke,

2002).

Por otro lado, el ultrasonido de alta intensidad, utiliza rangos de frecuencia entre 18 y
100KHz y niveles de potencia mas altos (en el rango de 10-10.00Wcm?) que generan intensos
gradientes de presion, temperatura y corte dentro del material sobre el cual actuan, lo que podria
modificar su estructura y reactividad quimica (Suslik, 1998). Es por esto, que las aplicaciones de
este tipo de ultrasonido se basan en el efecto fisico, mecdnico y quimico que las ondas
transmitidas causan sobre el alimento. Se ha comprobado que el tratamiento ultrasénico facilita
fendmenos de rompimiento celular, desgasificacion de liquidos, homogenizacion de emulsiones,
dispersion de materiales agregados, alteracién de la actividad enzimatica, modificacion de
procesos de cristalizacion y destruccion de microorganismos entre otros (Mason, 1996; Shoh,
1988). Igualmente, produce radicales libres que promueven reacciones de oxidacidon en bebidas
alcohdlicas, aumenta las reacciones de polimerizacion y despolimerizacion por la dispersién
temporal de los agregados o por el rompimiento permanente de los enlaces quimicos en las
cadenas poliméricas, e incrementa las tasas de difusidn, entre otros (McClements, 1995). De esta
manera, el ultrasonido de alta intensidad ha sido aplicado a diferentes campos como la

preservacion de alimentos, por sus efectos en la inactivacién microbiana y enzimatica.
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Figura 1. Clasificacion del ultrasonido segun frecuencia de aplicacién
(Fuente: McClements et al., 1995; Lee et al., 2003; Barbosa et al, 2009; Demirdoven et al., 2009).
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3.1.2. MECANISMOS DE ACCION DEL ULTRASONIDO

En los ultimos afios, las investigaciones se han concentrado en entender el mecanismo de
accion del ultrasonido de alta intensidad para la inactivacién de microorganismos, ya que cuando
el ultrasonido es aplicado con suficiente intensidad, éste tiene el potencial de causar muerte
celular, lo que envuelve diversas hipotesis entre las que se encuentran los fendmenos de
cavitacion, el calentamiento localizado, la formacidon de radicales libres y el aumento de la
temperatura y la presién, entre otros (Earnshaw et al., 1995; Ashokkumar et al., 2008; Cameron et

al., 2008).

Los mecanismos de accion del ultrasonido se clasifican principalmente en mecanismos
térmicos (generaciéon de energia caldrica 6 mecdnica), y mecanismos no térmicos (cavitacion,
rarefaccién, formacién de radicales libres, choques micro-mecdnicos y fuerza de radiacién). En la

Tabla 1, se resumen cada uno de los mecanismos y su campo de aplicacion.

Los mecanismos térmicos se basan en la hipdtesis de generacién de energia caldrica o
mecanica. O’Brien (2007), propone que cuando la energia ultrasénica es propagada en un material
atenuante como lo es un tejido, la amplitud de la onda decrece con la distancia, y la absorcién se
representa en la porcién de la energia de onda que es convertida en calor. Este calor generado
puede conllevar a la inactivacion microbiana si la aplicacion del ultrasonido es continua y

dependerd de la intensidad con que éste sea aplicado.

Por otro lado, entre los principales mecanismos de accién no térmicos se encuentran la
cavitacién y la fuerza de radiacién, siendo el primero el mecanismo no térmico que mas ha
recibido atencién por parte de varios autores (Earnshaw et al., 1995; Ashokkumar et al., 2008;
Cameron et al., 2008; Bermudez et al., 2008; Barbosa-Canovas et al., 2009). La fuerza de radiacién,
consistente en mover o hacer vibrar localmente tejidos, produce cambios en el medio de
propagacion, los cuales pueden ser explicados por muchos mecanismos, no todos conocidos o

suficientemente comprendidos (O’Brien, 2007).
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Tabla 1. Mecanismos de accion del ultrasonido (Fuente: Autor).
TEORIA MECANISMO APLICACION REFERENCIA
Remocién mecanica por Procesos de
irrupcion o atrapamiento de la desinfeccion Mason et al. (2006),
Cavitacion bacteria, a través de burbujas lisis celular e’ O'Donell et al. (2010),
localizadas con altas . o Suslick (1998),
temperaturas (5500°C) y mac.tlv?c.lon Piyasena et al. (2003).
enzimatica.

presiones (500MPa).

Formacion de
radicales Libres

Sondlisis del agua puede
producir iones (OH-) y (H+) y
peréxido de hidrogeno.

Inactivacién
microbiana y
enzimatica.

Suslick (1998),

O'Donell et al. (2010).

Choques
micro-mecanicos
intracelulares

Disrupcién de las células y
disminucién del grosor de
paredes celulares.

Lisis celular,
inactivacion
enzimaticay
efecto
antimicrobiano.

Guerrero et al. (2001).

Generacion de
energia caldrica
y mecanica

Propagacion de la onda
decrece con la distancia al ser
aplicado en material
atenuante. Esta porcién que es
absorbida se traduce en calor.

Inactivacién
microbiana.

O'Brien (2007).
Sala et al. (1995).

Fuerza de radiacion

Movimiento o vibracion local
de un tejido por fuerza de
radiacidn acustica.

Andlisis clinicos.

O'Brien (2007).

Compresién y
Rarefaccion

Microcorriente acustica.

Inactivacién
microbiana y
enzimatica.

O’Donell et al. (2010)

O'Brien (2007).

En cuanto a la cavitacidn, algunos investigadores sostienen que durante el ciclo de

expansion, las ondas ultrasénicas de alta intensidad producen pequefias burbujas dentro de los

liguidos. Cuando el medio esta confinado y la energia trasmitida por las ondas no se puede disipar

facilmente, se produce un crecimiento y una explosidn violenta de las burbujas generdandose un

fendmeno conocido como cavitacidn (Figura 2). Durante la implosidn se alcanzan temperaturas del

orden de 5000°K por unos cuantos nanosegundos, con presiones cercanas a los 50.000kPa (Sala et

al., 1998; Suslick, 1985; Alvarez et al., 1999; Demirdoven et al., 2009).
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Uno de los efectos del mecanismo de cavitaciéon es que dafia la pared celular y
posiblemente la membrana citoplasmatica, afectando de esta manera la permeabilidad celular.
Los contenidos intracelulares y el citosol salen de la pared y la membrana celular, lo que causa la
inactivacion bacteriana y por ultimo su eliminacion. El colapso violento de las burbujas en la
cavitacion induce el choque de ondas y la formacion de radicales libres (Cameron et al., 2008).
Este fendmeno genera un incremento en la permeabilidad de las membranas bioldgicas haciendo
que se pierda completamente su selectividad y se alteren las propiedades de transporte de masa
del sistema. Adicionalmente, la formacion de radicales libres en el medio (iones H" y OH’), podria

tener un efecto negativo directo sobre las células, debido a su actividad microbicida.

El ultrasonido produce también un calentamiento del material tratado como resultado de
la absorcidn de la energia acustica en membranas y biomateriales, especialmente en sus interfases
(Floros-Liang, 1994), y produce en liquidos de baja viscosidad y en gases, una agitacidn violenta
que puede ser utilizada para dispersar particulas (Ensminger, 1988). En los limites de capa de
liguido y sélido o de gas y sdlido, las ondas acusticas producen una turbulencia extrema conocida

como corriente acustica o microcorriente (Nyborg, 1965).

Otros efectos en los materiales que son sometidos a ondas sonoras de alta intensidad son
la compresidn y rarefaccidn sucesivas, las cuales se utilizan en el secado de productos de origen
vegetal. La compresion se refiere a regiones densas en la cuales un gran nimero de moléculas se
agrupan acercandose mucho entre si, mientras que la rarefaccion se refiere a regiones que tienen
relativamente pocas moléculas y corresponden a regiones de baja presion®. Es decir, se pasa de

una zona de alta presion a una de baja presidn de acuerdo a la densidad de moléculas.

! Compresion y rarefaccion. Recuperado el 12 de Diciembre de 2011 de:
http://www.angelfire.com/empire/seigfrid/Compresionesyrarefacciones.html
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Figura 2. Cavitacidn ultrasénica (Fuente: Soria et al., 2010).

En carnes se ha demostrado que la exposicién al ultrasonido produce ablandamiento del
tejido (Roberts, 1993) y adicionalmente facilita la liberacién de proteinas sarcoplasmicas,
responsables de la estructura en carnes procesadas. Se ha reportado también que el ultrasonido
de alta intensidad es de utilidad en procesos de cristalizacién por cuanto las pequeiias burbujas
formadas durante la cavitacion podrian influenciar y dirigir la nucleacién y posterior crecimiento
de los cristales (Mason et al., 1996). Por otro lado, prolongadas exposiciones a ultrasonido de alta
intensidad han demostrado inhibir la accion catalitica de algunas enzimas como la peroxidasa y la
pepsina. Sin embargo, algunos estudios han demostrado efectos contrarios después de
tratamientos cortos de ultrasonido, debido quizas al rompimiento de agregados moleculares que

hacen que la enzima esté mas dispuesta para la reaccién (McClements, 1995).

A pesar de todos los mecanismos de accién con los que cuenta esta tecnologia para
inactivar microorganismos, el efecto que el ultrasonido de alta intensidad pueda generar sobre
determinada matriz, es dependiente del nimero vy la intensidad de las burbujas que implosionan
por unidad de tiempo, de las condiciones de tratamiento y de las caracteristicas del medio tratado.
De ahi la importancia de profundizar en la influencia de factores intrinsecos sobre la efectividad

del tratamiento ultrasénico.
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3.1.3. APLICACIONES DEL ULTRASONIDO

La utilizacién de ondas de ultrasonido a nivel industrial ha sido objeto de investigacion
durante muchos afios, especialmente para el desarrollo de técnicas de analisis no invasivas en el
control de calidad. Por otro lado, el ultrasonido de alta intensidad es bien conocido por su efecto
en la disminucion de tiempos de procesamiento. Es asi como la utilizacién del ultrasonido como
complemento a otros procesos puede ayudar a cumplir objetivos de procesamiento en minutos,
incluso en segundos, haciendo esta tecnologia ventajosa desde el punto de vista de costos, tiempo

y proceso.

Por otro lado, el ultrasonido también se constituye como una tecnologia promisoria para
la destruccidn de microorganismos, utilizando temperaturas de procesamiento inferiores a las
utilizadas durante la esterilizacidn y, se utiliza, como se mencioné anteriormente para acompaiiar
otras tecnologias de proceso como lo son la extraccion, la filtracién, la pasteurizacion, la
esterilizacidn, el secado, entre otras. Adicionalmente se utiliza como método antiespumante y

para despolimerizar almidones. A continuacién son explicados algunos ejemplos de aplicacion.

3.1.3.1 Ultrasonido como método de emulsificacion/homogenizacién. Cuando dos
liguidos inmiscibles son irradiados por ultrasonidos, no siempre es posible mezclarlos y crear una
emulsion, ya que una de las fases debe cavitar y de este modo poder hacer miscibles las dos fases.
Durante la cavitacidn, las burbujas generadas colapsan cerca a la interface existente entre los dos

liquidos y este choque resulta en la mezcla eficiente de las dos fases (Soria et al., 2010).

3.1.3.2. Filtracion asistida ultrasénicamente. La aplicacion de energia ultrasénica en la
superficie de la membrana utilizada, puede aumentar el flujo del liquido, ya que la permeabilidad
intrinseca de la membrana se ve afectada por las ondas de ultrasonido (Kyllénen et al., 2005;
Chemat et al. 2011). La filtracion asistida ultrasénicamente ha sido exitosamente aplicada para
aumentar la filtraciéon de aguas industriales residuales que son consideradas dificiles de procesar
(De-Sarabia et al., 2000; Smythe et al., 2000; Kyllonen et al., 2006). Sin embargo, en este proceso
hay que controlar la intensidad del ultrasonido, ya que es importante para prevenir el dano de la

membrana de filtracidon (Chemat et al, 2011).
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3.1.3.3. Ultrasonido como método antiespumante. En la industria de alimentos, la
espuma ha sido controlada por procesos mecanicos, disminuyendo las temperaturas de los
contenedores de modo que queden debajo de la temperatura ambiente, o también por la adicion
de quimicos anti-espumantes (Mason et al., 2005; Morey et al., 1999; Chemat et al., 2011). Sin
embargo, estas tecnologias aun siguen teniendo inconvenientes en su aplicacion. Ondas de
ultrasonido de alta intensidad ofrecen un método atractivo para controlar el exceso de espuma en
los procesos, y al mismo tiempo brindan condiciones estériles, lo que hace de este método
particularmente apropiado para la implementacion en las industrias alimentaria y farmacéutica
(Gallego-Juarez et al., 2002). Como ejemplo se encuentra el control del exceso de espuma en el
embotellado de alta velocidad en lineas de latas de bebidas carbdnicas, ya que debido a la
cavitacidn (ruptura de burbujas) se da un control casi instantdneamente bajo el haz acustico

formado por estas ondas de ultrasonido (Rodriguez et al., 2010).

3.1.3.4. Ultrasonido en el proceso de desgasificacion/de-aireacion. En la industria
alimentaria, esta técnica se puede utilizar para las bebidas carbonatadas. En el procesamiento de
las bebidas carbonatadas, el objetivo es desplazar el aire de la superficie del liquido con el fin de
evitar dafios organolépticos del producto por las bacterias y el oxigeno. Este proceso consiste en el
acoplamiento de un transductor en la parte exterior de la botella, lo que lleva a la desgasificacion.
En comparacién con agitacion mecdnica, el método de ultrasonido disminuye el nimero de
botellas rotas y el desbordamiento de la bebida (Boistier-Marquis et al., 1999). Sin embargo
aunque la desgasificacion ultrasdnica asistida es especialmente rdpida en sistemas acuosos, es

mucho mas dificil en liquidos muy viscosos como el chocolate derretido.

3.1.3.5. Despolimerizacién por ultrasonido. La aplicacién de ultrasonido de baja potencia
por lo general causa una reduccion temporal de la viscosidad de los liquidos poliméricos; mientras
que tratamientos con altas potencias causan despolimerizacién y resultan en cambios
permanentes en la reologia de un producto. Estas modificaciones atribuidas al tratamiento
ultrasénico permiten generar productos con caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas
diferentes, por lo que esta tecnologia es utilizada en el procesamiento de bebidas y el desarrollo
de nuevos productos (Lida et al., 2008, Seshadri et al. 2003). Por ejemplo, el ultrasonido puede

llevar a varias mejoras en las propiedades de las proteinas tales como las presentes en el suero de
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leche, o en el aumento de la solubilidad y la capacidad de formacidén de espuma en algunos

productos que asi lo requieran (Jambrak et al, 2009; Jambra et al., 2008).

Otra aplicacion comun es el uso del ultrasonido para la despolimerizacion del almiddon. Se
ha demostrado que la aplicacion de sondas ultrasénicas a 20 KHz proporciona una ruta de
despolimerizacién mas eficiente en términos de mejores tasas, que los procedimientos de

despolimerizacién realizados quimicamente (Zuo et al., 2009).

3.1.3.6. Ultrasonido y coccion. Se ha comprobado que la aplicacion de ultrasonido en el
proceso de coccidon genera una mayor retencién de la humedad de los productos tratados asi
como una mayor eficiencia energética, lo que optimiza los tratamientos convencionales solo con
temperatura. Esta combinaciéon de tecnologias podria considerarse como una nueva, rdpida y
energéticamente eficiente técnica que puede mejorar los atributos de textura de productos como

la carne cocida (McClements, 1995).

3.1.3.7. Ultrasonido y corte. El corte de productos alimenticios mediante la aplicacién de
ondas de vibracién ultrasénica, se ha convertido en un procedimiento de gran impacto a nivel
industrial que compite directamente con las tecnologias tradicionales como el corte de alta
velocidad y las técnicas comunes como el uso de sierras y cuchillos (Chemat el al., 2011). Se ha
comprobado que mediante el proceso ultrasénico se obtiene mayor precisién en los cortes y se
produce un menor porcentaje de desperdicios. La aplicacion mas difundida es en el corte de
alimentos fragiles como tartas, pasteles y otros productos de panaderia, asi como productos

grasos (quesos) o viscosos como las gelatinas (Arnold et al., 2009).

Se ha encontrado también que la técnica de corte por ultrasonido permite versatilidad en
el tipo de productos que pueden ser procesados, ya que las condiciones de frecuencia y potencia
se pueden ajustar a las caracteristicas de cada alimento y al estado en el que se éstos se
encuentren. Por ejemplo, la técnica de corte debe ser diferente para alimentos congelados y

descongelados (Brown et al., 2005).
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3.1.3.8 Ultrasonido para mejorar viscosidad y textura. En la industria alimentaria, el
ultrasonido esta siendo cada vez mas utilizado para la emulsificacion de productos como jugos de
frutas, mayonesas y salsas de tomate (Chemat et al., 2011), en la homogeneizacion de la leche
(Wu et al.,, 2000) y en la encapsulacion de aromas (Mongenot et al., 2000), asi como en la
emulsion de aceites comestibles (Chemat el al., 2004). Esta predileccion por el método ultrasénico
se debe a que esta tecnologia requiere menos energia para producir una emulsion, por lo cual es

mas econdmica que los métodos convencionales.

3.1.3.9 Ultrasonido en el proceso de congelacidén y cristalizacion. Bajo la influencia del
ultrasonido, la congelacidn proporciona un tamafio final de los cristales de hielo menor y el dafio
celular se reduce significativamente (Sun y Li, 2003) ya que el enfriamiento acelerado se logra
mediante la mejora de la transferencia de calor, lo cual protege en mayor proporcién la estructura

del alimento tratado (Li y Sun, 2002a).

El mecanismo de cavitacidn acustica que produce el ultrasonido actia como un nucleo de
crecimiento de los cristales, por lo que en la congelacidn, este fendmeno podria dar lugar a
cristales de hielo fino y acortar el tiempo entre el inicio de la cristalizacion y la formacidon completa
de hielo (Roberts, 1993; Chow et al., 2005), reduciendo asi los dafios a la estructura celular.
Adicionalmente el uso de ultrasonido ayuda a prevenir la incrustacion de cristales en los
elementos de refrigeracion, lo que asegura la transferencia de calor eficiente en todo el proceso

de enfriamiento.

3.1.3.10. Ultrasonido en el proceso de descongelacion. Trabajos con ultrasonido para la
descongelacion de carnes y pescados indican que métodos ultrasénicos son mas eficientes que los
métodos comunes para la descongelacidon, ya que se ha logrado disminuir el tiempo de
descongelacion, lo que reduce las pérdidas por goteo y genera una mejora de la calidad del

producto final (Li y Sun 2002b).

3.1.3.11. Ultrasonido en el proceso de secado. El secado acusticamente asistido ha sido
un tema de interés por muchos anos (Cohen et al., 1995) Los métodos tradicionales para la
desecacion o deshidratacion de alimentos por una corriente forzada de aire caliente son bastante

econdmicos, pero la eliminacién de la humedad interior toma un tiempo relativamente largo.
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Adicionalmente, en el secado, las altas temperaturas pueden dafiar propiedades del
alimento, tales como el color, el sabor y el valor nutricional del producto rehidratado (Fernandes

et al., 2008).

La tecnologia ultrasénica de deshidratacién osmdtica utiliza temperaturas mas bajas
solucionando el problema de una mayor pérdida de agua y las tasas de ganancia de soluto (Simal
et al.,, 1998). Debido a las bajas temperaturas durante la deshidratacién y los tiempos de
tratamiento mds cortos, cualidades de los alimentos, tales como sabor, color y valor nutritivo se

mantienen inalteradas.

Por otro lado, el ultrasonido también se ha utilizado como tratamiento previo antes de la
deshidratacidon de una amplia gama de hortalizas (Jambrak et al., 2007), obteniéndose asi una
reduccion en los tiempos convencionales posteriores como la liofilizacién y también mejorando las

propiedades de rehidratacion.

3.1.3.12. Inactivacidon microbiana y de enzimas. La pasteurizacién térmica convencional y
la esterilizacidn son las técnicas mas comunes en la actualidad para inactivar los microorganismos
y las enzimas en productos alimenticios. Sin embargo, las intensidades de temperatura de
tratamiento y el tiempo del proceso también son proporcionales a la cantidad de pérdida de
nutrientes, el desarrollo de sabores indeseables y el deterioro de las propiedades funcionales de
los alimentos. De esta manera, el ultrasonido proporciona un método para mejorar dichos

procesos en virtud de los efectos de la cavitacidn.

El uso de ultrasonido en la pasteurizacion continlda siendo de gran interés para la industria
l[actea. Ha demostrado ser eficaz para la destruccidn de Escherichia. coli, Pseudomonas fluorescens
y Listeria monocytogenes, sin efectos perjudiciales sobre el total de proteinas o contenido de
caseina de la leche pasteurizada (Cameron et al., 2009). El mecanismo de muerte microbiana se
debe principalmente al efecto del ultrasonido sobre la envoltura celular, causando adelgazamiento
de las membranas celulares, poros en las membranas y produccidon de radicales libres. Se ha
demostrado también que la cavitacion puede generar inactivacion de enzimas como la
pectinmetilesterasa, polifenoloxidasas y peroxidasas, responsables del deterioro de jugos de frutas

y vegetales, asi como de enzimas diferentes asociadas a la calidad de la leche (O’Donell et al.,
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2010; Tiwari et al., 2009). En combinacion con el calor, el ultrasonido puede acelerar el ritmo de la
esterilizacion de los alimentos, disminuyendo asi la duracién y la intensidad del tratamiento
térmico y por ende, el dafio resultante. Las ventajas del ultrasonido en la pasteurizacion por calor
incluyen la minimizacidn de la pérdida de sabor, mayor homogeneidad del tratamiento y ahorro

de energia (Vercet et al., 2001).

En el capitulo 4 (Estado del arte) se profundiza mas acerca de la aplicacion de ultrasonido

de alta intensidad para reducir carga microbiana en diferentes matrices alimentarias.

3.2. MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA EN ALIMENTOS

Los microorganismos desempefian un papel importante en la industria de alimentos. Cada
afio se pierden enormes cantidades de dinero debido al deterioro o contaminacién de los
alimentos. Hoy en dia las industrias de alimentos envasados, alimentos congelados y alimentos
secos o deshidratados, se dedican a preparar alimentos de modo que no sufran deterioro por
microorganismos. No todos los microorganismos tienen efectos dafiinos sobre los alimentos, ya
gue se encuentran productos lacteos como el queso, yogurt y suero de leche en los cuales la
actividad microbiana interviene de manera benéfica (Madigan et al., 2008; Chemat et al., 2011).
Sin embargo, uno de los mds grandes desafios de la industria de alimentos es sacar al mercado
productos inocuos y de larga vida util, para lo que se requiere controlar el crecimiento de
microorganismos indeseados. Muchos microorganismos ademas de acelerar los procesos de
deterioro en los alimentos, producen efectos perjudiciales sobre la salud humana, produciendo
dafios a nivel gastro-intestinal e incluso alteraciones en las respuestas inmunoldgicas, razén por la
cual se hace de gran importancia estudiar técnicas, procesos y procedimientos nuevos para

eliminar o inactivar microorganismos de este tipo.

La inactivacion de microorganismos patégenos como Escherichia coli y Listeria
monocytogenes, asi como de levaduras Sacharomyces cerevisiae que estdn asociadas a
disminucién de la vida util de diferentes alimentos (Madigan et al.,, 2008), resulta de gran
importancia a la hora de ofrecer al consumidor alimentos inocuos, seguros y de una mayor vida

atil. A continuacién se describen los aspectos mas importantes de algunos de estos
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microorganismos con el fin de exponer su importancia a nivel industrial, ya sea por sus efectos

nocivos para la salud o deteriorativos en los alimentos.

3.2.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes fue reconocido como uno de los microorganismos patdgenos
transmitidos por alimentos desde 1980. Esta bacteria es un bacilo Gram-positivo, formador de
biopeliculas, que puede ser aislado de diferentes fuentes alimenticias como la carne, el pollo,
huevos, comida de mar, lacteos y vegetales (Golberg et al., 2012). Su temperatura éptima de
crecimiento es de 35 a 37°C, pero también puede crecer bajo condiciones de refrigeracion (1 a
45°C), y con rangos de pH entre 4,1 a 9,6. Ademas de esto puede competir con otras bacterias
presentes en el medio, ya que sobrevive a temperaturas de refrigeracién y altas concentraciones

de sal (>10%) (Barbosa et al., 2009; Bermudez-Barbosa, 2008).

La presencia de L. monocytogenes en productos que previamente fueron sometidos a altas
temperaturas, podria indicar que el producto presentd una contaminacién post-proceso ya que un
exceso de tratamiento térmico, elimina la microflora acompafiante del medio lo que favorece el
crecimiento desinhibido del patégeno (D’Amico et al., 2006). Adicional a esto, en los Ultimos afios
se ha demostrado que la resistencia térmica de L. monocytogenes ha se ha incrementado
significativamente (Pagan et al., 1999). La patologia asociada a este microorganismo se conoce
como listeriosis, la cual afecta el sistema nervioso central de diferentes animales (incluyendo al
hombre), generando meningoencefalitis y hasta la muerte. Se ha reportado que no solo la
listeriosis es considerado como un serio problema de salud publica, sino que también se encuentra
relacionada con importantes pérdidas econdmicas debido al alto nimero de alimentos que se
tienen que desechar a causa de su contaminacién y a la gran cantidad de cabezas de ganado

infectadas que deben ser sacrificadas (Carrasco et al., 2006).

3.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa, no esporulada, flagelada y anaerobia
facultativa, cuyo rango éptimo de temperatura es de 22 a 37°C. Normalmente esta bacteria hace

parte de la microbiota del tracto intestinal de humanos y animales, por lo que la mayoria de las
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cepas son consideradas inocuas. Sin embargo, algunas patogénicas son responsables de causar
enfermedades diarreicas que pueden conllevar también a serias complicaciones como

deshidratacion severa y sindrome urémico hemolitico (Boone,2001).

Escherichia coli puede sobrevivir en medios acidos como los de los jugos de frutas citricas y
también bajo condiciones de refrigeracion (D’Amico, 2006). Los limites de crecimiento de esta
bacteria se encuentran en rangos aproximados de pH entre 3,4 y 3,6 y de actividad de agua entre
0,955 y 0,965 (Presser et al., 1998). La supervivencia de E. coli en medios no entéricos es muy
limitada por lo que su presencia en alimentos listos para el consumo se relaciona directamente
con la mala manipulacién del producto final y contaminacidn fecal por malas practicas higiénicas

(Presser et al., 1998).

3.2.3. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiage es un hongo levaduriforme que presenta células alargadas,
globosas a elipsoidales con gemaciones o blastoconidios multilaterales (de 3,0-10,0 x 4,0-5,1 um),
de pared lisa en su interior, cuya temperatura éptima de crecimiento es 25°C aproximadamente

(Madigan et al., 2008).

Saccharomyces cerevisiae (“levadura de la cerveza”) es un hongo ambiental comun,
componente transitorio de la microbiota intestinal y cutdnea humana. Se utiliza ampliamente en la
elaboraciéon de vino, cerveza, pan y otros alimentos. Sin embargo, puede llegar a ser un
microorganismo que en vez de ofrecer un beneficio, puede causar pérdidas en el sector de

alimentos por su propiedad deteriorativa.

Saccharomyces cerevisiae, tradicionalmente es considerada como una cepa de uso
industrial y se considera segura y puede colonizar el tracto respiratorio, genitourinario y
gastrointestinal de los seres humanos de una manera inocua (De LLanos et al., 2006). En estas
condiciones, las levaduras pueden crecer sin causar enfermedad. Sin embargo, S. cerevisiae puede
llegar a ser patégeno en pacientes inmunodeprimidos en los que la infeccidn sistémica puede

resultar mortal (Eng et al. 1984; Murphy y Kavanagh, 1999; Smith et al. 2002).
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3.3. FACTORES QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO MICROBIANO

Por lo general, se ha observado que la resistencia de los microorganismos al ultrasonido en
cada producto alimenticio es diferente cuando son comparados a nivel experimental. La
resistencia microbiana a los tratamientos ultrasénicos aumenta en los alimentos. Este efecto
protector depende de la composicion del producto y en otros casos de los factores medio

ambientales o externos.

Hace mas de 40 afos Mossel e Ingram, dividieron estos factores en tres grupos:
Propiedades fisico-quimicas del propio alimento (factores intrinsecos), condiciones del ambiente
del procesamiento y el almacenamiento (factores extrinsecos) y propiedades e interacciones de
los microorganismos presentes (factores implicitos). A continuacion se explican con detalle cada

uno de estos factores (Madigan et al., 2008).

3.3.1. FACTORES INTRINSECOS

Los factores intrinsecos se refieren a las cualidades inherentes al medio, ya sea una
solucidon tampdn, un medio nutritivo (caldo tripticasa de soya) o un alimento. En el caso de los
alimentos, los microorganismos son capaces de utilizar sus componentes como fuente de

nutrientes y de energia (Gabriel y Nakano, 2010).

Entre los factores intrinsecos se encuentran: pH, a, (actividad de agua), nutrientes,
sustancias antimicrobianas, estructura bioldgica. Dentro de los nutrientes se encuentran las

vitaminas, las proteinas, los minerales, los azlcares, las grasas, entre otros (Madigan et al., 2008).

El pH de un alimento es la medida de su acidez o alcalinidad, teniendo en cuenta que la
escala de pH comienza en cero y termina en 14.0, una solucion de pH de 7.0 es considerada como
neutra, mientras que los pH menores que 7.0 son considerados como acidos y los valores mayores
a 7.0 como alcalinos. Cada microorganismo tiene un rango de pH dentro del cual es posible el
crecimiento y normalmente posee un pH dptimo muy bien definido. De esta manera los
microorganismos que crecen a pH bajos se llaman aciddfilos, siendo los hongos mas tolerantes al

acido que las bacterias. Por otro lado, los microorganismos que son resistentes a pH bdsicos son
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llamados alcaléfilos o basoéfilos y por lo general este tipo de microorganismos se encuentran en

suelos altamente carbonatados (Madigan et al., 2008).

Frecuentemente se emplean soluciones tampdn o buffer para mantener estable el pH del
medio de cultivo, asi para pH neutros (pH 6,0-7,5), el tampdn fosfato, es uno de los buffer mas

utilizado (Madigan et al., 2008).

La disponibilidad de agua (ay), es definida como la razén entre la presién de vapor del aire
en equilibrio con una sustancia o soluciéon y la presidn de vapor, a la misma temperatura del agua
pura. Los valores para esta propiedad varian entre 0,0 y 1,0. Esta propiedad es relevante debido a
que la mayoria de las veces, el citoplasma celular de los microorganismos posee una mayor
concentracién de solutos que el medio exterior, de modo que el agua se difunde hacia el interior
celular, lo que se conoce como un balance de agua positivo. Sin embargo, cuando una célula esta
en un ambiente con baja actividad de agua, existe una tendencia de salida del liquido intracelular,
hacia el medio externo. Es por eso, que el contenido del medio y la concentracién de azucar y sal,
adquiere importancia, ya que al bajar la actividad de agua en el medio, la célula pierde agua y se
produce plasmolisis (Madigan et al., 2008). Es aqui donde también entra a ser parte de los factores
que afectan el crecimiento, la estructura bioldgica de la célula, ya que ésta depende de la presidn

osmatica que puede soportar la pared celular de cada microorganismo.

Por otro lado, factores como la grasa, las proteinas, las sustancias antimicrobianas tienen
un gran campo de estudio, ya que cada microorganismo tiene respuestas diferentes a los factores

intrinsecos en condiciones de stress o simplemente a los rangos manejados por cada alimento.

3.3.2. FACTORES EXTRINSECOS

Los factores extrinsecos se refieren a las cualidades inherentes al medio ambiente como la
temperatura de procesamiento, humedad relativa, presencia y concentracion de gases

atmosféricos.

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes que afectan el

crecimiento y la supervivencia microbiana. Puede afectar a los microorganismos vivos de dos
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maneras: a medida que sube la temperatura, se aumenta la velocidad de las reacciones
enzimaticas, y por tanto se aumenta el crecimiento, sin embargo por encima de cierta
temperatura las células pueden tener un dafio irreversible. Por tanto, para cada microorganismo
existe una temperatura minima por debajo de la cual no existe crecimiento, una temperatura
optima en la cual el crecimiento es mas rapido y una temperatura maxima, la cual si se sobrepasa

no existe crecimiento y por el contrario si puede haber muerte celular.

Factores como la humedad y los gases concentrados en el ambiente, ayudan a deteriorar
las condiciones de crecimiento de los microorganismos, e inclusive llevar a contaminaciones

cruzadas entre los mismos.

3.3.3. FACTORES IMPLICITOS

Se refieren a la naturaleza bioldgica de los microorganismos como la tasa de crecimiento,
la simbiosis (relacién entre dos microorganismos), las interacciones microorganismo-medio,
microorganismo-microorganismo, el tamafio del indculo (concentracidn inicial para su crecimiento

Optimo), entre otros.

Por ejemplo, los microorganismos que son capaces de crecer en ambientes con altas
concentraciones de azucar se llaman osmofilos y los que crecen en alta concentracién salina (15-

30% de sal) se llaman haléfilos extremos (Madigan et al., 2008).

Igualmente, dependiendo de su capacidad de resistencia y adaptacidon al medio, los
microorganismos se pueden clasificar en cuatro grupos en relacién con su temperatura dptima:
Psicroéfilos (temperaturas bajas), mesdfilos (temperaturas medias, por lo general 37°C), termdfilos

(temperaturas altas) e hipertermofilos (con temperaturas muy altas) (Madigan et al., 2008).

En definitiva, los microorganismos crecen mejor cuando todas las condiciones son

Optimas. Debajo o por encima de sus condiciones dptimas, su crecimiento se hace mas lento.
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3.4. MICROBIOLOGIA PREDICTIVA

La microbiologia predictiva comprende el estudio cuantitativo del comportamiento de los
microorganismos en funcion de factores determinantes (intrinsecos, extrinsecos, de tratamiento),
y describe el crecimiento, inhibicion e inactivacion del microorganismo, lo cual permite predecir su
comportamiento durante el proceso, distribucién y almacenamiento de alimentos mediante

modelos matematicos (Geeraerd et al., 2000).

Los requerimientos por parte de la industria de alimentos y los consumidores exigen un
mayor conocimiento acerca del comportamiento de los microorganismos en los diferentes
sistemas alimenticios, por tal razén se hace necesaria la implementacién de estrategias rapidas y

seguras para evaluar el riesgo microbiolégico como los modelos de prediccidn.

3.4.1. MODELOS PREDICTIVOS

Estudiar la cinética de crecimiento y sus respuestas (parametros de
crecimiento/inactivacién), provee informacién que puede ser utilizada para predecir la seguridad

microbioldgica de los alimentos o la vida util de los mismos.

La clasificacion de los modelos predictivos aun no tiene un Unico esquema (McDonald y
Sun, 1999). Sin embargo, el esquema propuesto por Whiting y Buchanan (1993) de modelos
primarios, secundarios y terciarios, constituye una base sélida para comprender los alcances y
limitaciones de cada uno de ellos. Adicional a esto, los modelos predictivos también se han
clasificado segun su finalidad en modelos cinéticos o probabilisticos y segin su base matematica
en empiricos o mecanisticos. La disponibilidad de muchos y diferentes modelos, puede hacer que

la seleccién del mejor modelo para un uso particular sea complicada.

Los modelos primarios son aquellos que describen el cambio del ndimero de
microorganismos con relacién al tiempo, bajo unas condiciones particulares del entorno y de
cultivo. La respuesta se puede medir directamente por recuento total, formacién de toxinas, nivel
de substrato o productos del metabolismo, o bien indirectamente, por medida de densidad dptica

o impedancia. Se puede generar informacidn acerca de los parametros de crecimiento
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microbianos, como el tiempo de generacidn, duracién de la fase de adaptacién, velocidad o tasa
de crecimiento exponencial y densidad maxima de poblaciéon (Whiting y Buchanan, 1993). Para
modelar las curvas de crecimiento e inactivacion no térmica, un nimero de modelos de primer
orden se han propuesto. Entre estos modelos se encuentran los que describen el crecimiento y la

inactivacién como lo son el modelo de Weibull, el modelo log-lineal y sus diferentes adaptaciones.

Los modelos secundarios estan compuestos por ecuaciones que describen como varian los
pardmetros de crecimiento de los modelos primarios (tasa de crecimiento, duracién fase de
adaptacion, etc.) con cambios en uno o mas factores ambientales como la temperatura, el pH, el
aw, entre otros. Ejemplos de estas ecuaciones son las basadas en las férmulas de Arrhenius

(Skinner et al., 1994).

Finalmente, los modelos terciarios son aplicaciones de uno o mas modelos primarios y
secundarios, que incorporados a un software informatico, facilitan la aplicacion de ecuaciones

matematicas para describir comportamientos de este tipo.

Partiendo de un modelo primario y de un microorganismo en un medio nutritivo no
limitado, el crecimiento es graficado versus el tiempo como se muestra en la Figura 3, en donde la
curva de tipo |, representa el crecimiento microbiano general y la curva de tipo Il, muestra una

curva de sobrevivencia o de inactivacion microbiana.
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Figura 3. Fases de curva de crecimiento microbiano (Tipo I) y curva de sobrevivencia (Tipo Il)
(Hajmeer et al., 2002).

La curva tipo | representa el ambiente deseado para el crecimiento bacteriano, y es

caracterizada por 4 fases:

e Fase lag o de latencia: Cuando una poblacidn microbiana se inocula en un medio
fresco, el crecimiento de este no ocurre inmediatamente, sino después de cierto
tiempo, lo cual se conoce como fase de latencia. Es decir, es una fase en la cual las
células se adaptan a la fisiologia y bioquimica del medio para explotar sus

propiedades cuando encuentren las condiciones adecuadas (Madigan et al., 2008).

e Fase exponencial: Es la consecuencia de que una célula se divida en dos, éstas en
otras dos y asi sucesivamente. De esta manera, cuando se da una adaptacién en la
fase lag, las células crecen en su ambiente tan rdpido como es posible y su tasa es

relativamente constante (Madigan et al, 2008; Hajmeer et al., 2002).

e Fase estacionaria: En un cultivo donde no ocurre renovacion del medio, el
crecimiento exponencial se detiene y es donde la tasa de produccién es igual a la
tasa de mortalidad. En esta fase hay una acumulacién de metabolitos, que se

encuentran relacionados con la reduccién en la tasa de crecimiento de los
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microorganismos (Hajmeer et al., 2002). Lo que habitualmente sucede en esta fase
es que, o bien un nutriente esencial del medio de cultivo se acaba, o algun
producto de desecho se acumula en el medio hasta alcanzar concentraciones

inhibitorias del crecimiento exponencial (Madigan et al., 2008).

e Fase de muerte: Si la incubacidn continta después de que la poblacién alcance la
fase estacionaria, las células deben permanecer vivas y metabdlicamente activas,
pero también deben morir. Si esto ultimo ocurre se dice que las células entran en
fase de muerte (Madigan et al., 2008). Esto puede ocurrir cuando hay un
incremento en la acumulaciéon de toxinas y se genera un aumento en la lisis
bacteriana, y asi la tasa de muerte celular excede la tasa a la cual las células se

dividen.

Por otro lado la curva tipo Il, es caracterizada por 3 fases: La fase lag, la fase exponencial y la fase
estacionaria.

Los modelos de crecimiento (modelos predictivos), desarrollados a partir de datos

experimentales, incluyen un nimero de pardmetros cinéticos que se explican a continuacion:

o Duracion de la fase Lag: este pardmetro mide la cantidad de tiempo que tarda el
microorganismo para ajustarse al medio de crecimiento, es decir es el tiempo que

tarda la fase lag.

e Tasa de crecimiento: Es la velocidad a la cual la poblacién crece y llega a la tasa de
crecimiento exponencial, que al analizarlo graficamente (Figura 3), este parametro
se encuentra relacionado con la pendiente correspondiente a la curva de

crecimiento tipo I.

e Tiempo de generacion: Es el tiempo que se toma la poblacidn en el crecimiento

exponencial para llegar a la fase estacionaria.
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El modelo de Geeraerd et al. (2000), parte de la Ecuacién 1., la cual tiene en cuenta las
siguientes fases: (1) fase de adecuacion, la cual ocurre cuando no se presenta una inactivacién
instantanea a través del tiempo luego de aplicar un tratamiento y graficamente se refleja en la
apariciéon de un "hombro™; (2) fase de inactivacion, que se explica por lo general con el modelo
lineal y por ultimo (3) fase final, que posee informacién acerca de la poblacién residual, lo que se

llama en este modelo “la cola™.

Loglo((loLOgIO(NO) _ IOLOgIO (Nl‘es)) sk e(_kmax *[) sk ekmax *Sl)

Loglo (N) - 1 + (e(kmax *Sl) _ 1) £ e(_kmax *t)) + IOIOgIO (Nrcs)

Ecuacion 1. Modelo de crecimiento de Geeraerd et al (2000) - Log linear + Shoulder + tail.

En donde:

Log1o(Ny) se refiere a la poblacidon microbiana en el tiempo 0,
kmax €5 12 tasa maxima de inactivacion especifica,

t es el tiempo,

Sl es la distancia del hombro y

Log1o(N,es) se refiere a la subpoblacién microbiana existente después del tratamiento.

En el modelo, la longitud del hombro, la tasa de inactivacion y el nivel de asimetria no
deben depender el uno del otro. Esta caracteristica implica que el modelo debe incluir una
inactivacion log-linear. Adicionalmente, el modelo debe de ser dindmico, es decir que el modelo
no debe depender de la poblacidn inicial explicitamente y debe describir la poblacién microbiana

absoluta (no la poblacién relativa a la poblacidn inicial).

Los modelos de inactivacién microbiana se desarrollan por lo general, a partir de la curva

tipo Il (Figura 3) o utilizando el modelo mas sencillo planteado que seria de tipo lineal.

Con base en modelos de primer orden, se han realizado ajustes y variaciones al modelo
lineal, al que se le han incluido por ejemplo, los conceptos de hombro y cola (Figura 4), como es el
caso de los modelos de Weibull y Double-Weibull (Corroler et al., 2006, Geeraerd et al., 2000),

entre otros.
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Figura 4. Modelo Log-linear+Shoulder+Tail (Geeraerd et al., 2000).

De acuerdo con las cinéticas de crecimiento o inactivacién que se obtengan a partir de los
datos experimentales, es importante seleccionar un modelo que tenga la capacidad de describir el

comportamiento microbiano. Para esto, es necesario evaluar su ajuste.

3.4.2. AJUSTE DE MODELOS PREDICTIVOS

El ajuste del modelo a los datos experimentales, se relaciona con la capacidad de un modelo
matematico determinado, para describir el comportamiento de un microorganismo de interés en
condiciones previamente establecidas. Los criterios a evaluar para saber si el modelo se ajusta
adecuadamente a los datos experimentales son: La medida del error o residuo, el coeficiente de
determinacién, el andlisis de residuos y la estimacién de los parametros cinéticos. De estas
medidas, el coeficiente de determinacion es el mas utilizado, ya que se interpreta como el
porcentaje de la variabilidad de la variable dependiente explicada por el modelo (Sarabia et al.,

2005).
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Estas medidas de calidad y ajuste explican en gran medida en qué porcentaje el modelo
explica la variabilidad del experimento y si el ajuste es bueno. Por ejemplo, si para un experimento
se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) del 099, esto indica que tal modelo explica el 99%
de la variabilidad del experimento y que por tanto es posible concluir preliminarmente que en
caso de existir otra fuente de variacién que afecte la respuesta, su efecto sobre esta variable de
respuesta serd muy pequefio. Es decir, la respuesta del experimento depende en un 99% de los

factores evaluados en el experimento (Sarabia et al., 2005).

En el caso que existan dos modelos que se ajusten adecuadamente, similares en varios
aspectos, se debe preferir el mds sencillo, el que requiera de menos supuestos para su
construccion, ya que de ello depende su comprensién, aplicabilidad y facilidad de uso (Baranyi et

al., 1999).
3.43 HERRAMIENTAS DE MODELACION

Actualmente se encuentran disponibles a nivel comercial varios paguetes informaticos de
modelizacién microbiana, los cuales varian en complejidad, desde una sencilla ecuacién en una
hoja de calculo, a sistemas expertos o programas de simulacion de estimacion del riesgo. En
general, los usuarios de estos programas no necesitan estar preparados en las técnicas de
modelizacién predictiva y como consecuencia, hacen de la microbiologia predictiva una
herramienta facilmente accesible y poderosa para todas las areas de la investigacidn e industria de

alimentos (Buchanan, 1993).

Entre los paquetes informaticos predictivos se encuentran programas como el Pathogen
Modeling Program (PMP). Este software utiliza modelos con multiples variables, basados en el uso
de la funcidén de Gompertz (Ecuacion 2), en combinacion con analisis de respuesta en superficie y
fue desarrollado usando gran cantidad de datos experimentales del comportamiento de

microorganismos patdgenos en medios liquidos (Buchanan, 1993).

L(t) = A+ C * gl
ECUACION 2. Ecuacién de Gompertz modificada (Zwietering et al., 1990).
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En donde:
L(t)= Logaritmo del nimero de bacterias en el tiempo t ( en horas).
A= NUumero de bacterias cuando el tiempo disminuye indefinidamente.
C= Cantidad de crecimiento que ocurre cuando el tiempo aumenta
indefinidamente.
M= Tiempo en el que el valor absoluto de crecimiento es maximo.

B= Tasa relativa de crecimiento a M.

Por otro lado se encuentran herramientas como el Food Spoilage Predictor (FSP) y el
Seafood Spoilage Predictor (SSP), los cuales predicen e ilustran el efecto de la temperaturas y/o de
los niveles de CO, sobre el crecimiento bacterias alterantes de productos y sobre la vida comercial

de dichos productos (Dalgaard et al., 2002), e interfases mas sencillas de manejar como Ginafit®.

3.4.3.1 GINAFIT® (Geeraerd and Van Impe inactivation model fitting tool). Esta
herramienta es util para modelar la supervivencia microbiana a partir de datos experimentales
sobre la evolucién de la poblacién microbiana versus el tiempo. Este programa presenta diez tipos
de modelos, entre los cuales se encuentran los siguientes: (1) curvas clasicas log-lineales (2) curvas
modificadas con un hombro, (3) curvas de una cola, (4) curvas de supervivencia mostrando los
hombros y cola, (5) curvas concavas, (6) curvas convexas, (7) curvas convexas / concavas seguidas
por una cola, (8) curvas de inactivacion bifasica, (9) cinéticas de inactivacién bifasica precedidas
por un hombro y (10) curvas con un doble concavo / convexo en su forma. Estos modelos fueron
publicados originalmente como Bigelow y Esty (1920), Cerf (1977), Geeraerd et al. (2000), Mafart
et al. (2002), Albert y Mafart (2005), Geeraerd et al. (2005) y Coroller et al. (2006).

Adicionalmente, el programa reporta junto a los valores de pardametros obtenidos,
medidas estadisticas, entre la cuales se encuentran: el error estandar de los valores de los
parametros, la suma de errores cuadrados, la media de la suma de errores cuadrados, el R? y el R?
ajustado. Ademads de un valor llamado T4D, que es el tiempo necesario para una reduccion de 4
log de la poblacién microbiana inicial, como originalmente fue propuesto por Buchanan et al.

(1993).
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4. ESTADO DEL ARTE

4.1. APLICACIONES DEL ULTRASONIDO EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

La aplicacion de ultrasonido para mejorar productos y procesos es mucho menos popular
en la industria de alimentos que en otras industrias. Sin embargo, recientemente los grandes
avances de investigacién en este campo han permitido detectar un gran nimero de potenciales
aplicaciones de importancia para la industria de alimentos. Asi, los tratamientos con ultrasonido
de alta intensidad se utilizan para afectar la permeabilidad de los tejidos acelerando los procesos
de transferencia de masa vy facilitando los procesos de extracciéon de sustancias como enzimas de
animales, plantas, levaduras y bacterias. Una de las principales ventajas que presenta esta técnica
es la posibilidad de separar la fase liquida de la matriz sdlida a baja temperatura sin forzar un
cambio de fase (Mason, 1998). Otros estudios relacionados con deshidratacidon asistida en
vegetales, han mostrado pérdidas de peso de hasta el 40%, en muestras sometidas a tratamientos
de ultrasonido durante 30 min., lo que ha logrado incrementar el nivel de extraccidn de sustancias

flavonoides hasta en un 95% (De la Fuente Blanco et al., 2004).

Del mismo modo, procesos de ultrasonido son utilizados en la industria alimentaria para:
peeling, desintegracién de células, extraccion (Vilkhu et al., 2008), deshidratacién (Deng y Zhao,
2008), activacion (aceleracién de reacciones enzimaticas), aceleracion de fermentacion
microbiana, mezclado, homogenizacién (Czank et al.,, 2010, Ertugay et al.,2004), dispersién de
solidos en liquidos, emulsiones, desgasificacidn, inspeccion (Dukhin et al., 2005; Elvira et al., 2005),
cristalizacién de grasas y azlcares, maduracidon de carnes, limpieza y descontaminacion de
superficies, tratamientos efluentes, humidificacién, estimulacidon de células vivas y aceleracion de

procesos de oxidacion (Demirdoven et al., 2009).

Como ejemplo de las aplicaciones se encuentran sensores de tipo ultrasénico que han sido
explorados para medir propiedades fundamentales y empiricas de alimentos, a nivel de
laboratorio y de plantas de procesamiento (Coupland, 2004) y también equipos de ultrasonido

para tratamiento de productos en el caso de preservacion, desinfeccidn e inactivacion. De esta
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manera el ultrasonido ha sido considerado solo o en combinacién con otros métodos una técnica
efectiva para analisis y preservacién, ya que su uso puede reducir temperaturas de procesamiento,
tiempos de procesamiento, o ambos en la pasteurizacidon de alimentos liquidos como la leche, el

vino, jugos de naranja, jugos de manzana, entre otros.

4.2. INACTIVACION MICROBIANA POR ULTRASONIDO

La inactivacidon microbiana se relaciona con el fenédmeno de cavitacion cuya intensidad se
afecta con la temperatura y caracteristicas fisicoquimicas del medio de propagacién de las ondas
ultrasénicas (Pagan et al., 1999, Villamiel et al., 2000). Soh et al. (2003), reportaron que la
implosion de burbujas durante la cavitacién acelera las particulas que se encuentran alrededor
(sélidos inmersos), aumentando su choque e incrementando el efecto de cavitaciéon. En otro
trabajo, Ince et al. (2001) encontraron que la concentracion de Escherichia coli en agua
desionizada sometida a tratamiento de ultrasonido (20 KHz), se redujo notoriamente después de
adicionar sdlidos (granulos de ceramica, particulas metalicas de zinc y carbdn activado) al medio,
posiblemente a causa de un aumento en el fenémeno de cavitaciéon. También se ha argumentado
que el contenido graso presente en la leche podria estar ejerciendo un efecto protector contra el
efecto del ultrasonido para Listeria innocua, siendo mas efectiva la inactivacién en leches con

menor contenido de grasa (Bermudez et al., 2008).

Igualmente, el ultrasonido de alta intensidad ha sido utilizado para reducir la carga
microbiana en varios tipos de alimentos debido a la alteraciéon de la membrana celular de los
microorganismos lo cual afecta los procesos homeostaticos y por lo tanto su integridad (Tabla 2).
El uso del ultrasonido para el rompimiento de células es un método de laboratorio estandarizado,
cuya eficiencia de lisis es de casi el 100%. El efecto bactericida del ultrasonido se atribuye
generalmente a la cavitacidén intracelular. Estos shocks micro-mecanicos alteran componentes
estructurales y funcionales de la célula hasta el punto de generar lisis celular. Sin embargo, este
tratamiento de sonicacidn se lleva a cabo para volumenes pequefios y en condiciones controladas
de temperatura. Para condiciones industriales de procesamiento de alimentos aparecen factores

que previenen se alcance tal eficiencia.
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Lee et al. (1989) obtuvieron mediante tratamiento ultrasénico durante 10 minutos, una
reduccion de aproximadamente 4,0 ciclos y 0,8 ciclos logaritmicos para Salmonella en agua de
peptona y leche achocolatada, respectivamente. Lilliard (1994) reporté la reduccion de la
concentracién en Salmonella en piel de pollo sumergida en agua clorinada en un rango de 2,5 a 4,0
ciclos logaritmicos. Ordofiez et al. (1987) estudiaron el uso del ultrasonido asistido por
temperaturas inferiores a 62°C logrando una reduccién del valor de D para S. aureus del 63% en
buffer de fosfato y del 43% en leche UHT. Segun Knorr et al. (2004), tratamientos de ultrasonido
durante 300 segundos a potencias de 24,6 W y 42,0 W reducen la concentracién de E. colien 1.0y

2.0 ciclos logaritmicos, respectivamente.

En la Tabla 2, se presentan otros estudios en los que se ha comprobado la efectividad de
tratamientos con ultrasonido de alta intensidad para reducir carga microbiana en alimentos. Sin
embargo, en estos estudios no se ha relacionado el efecto de los factores implicitos y extrinsecos
con las cinéticas de inactivacién microbiana, por lo cual es necesario todavia profundizar mas
acerca del efecto combinado de la frecuencia y el tiempo del tratamiento ultrasénico sobre la

carga microbiana, ademas de los efectos que pueda tener la composicidon del medio.
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Tabla 2. Efecto del ultrasonido en microorganismos (Fuente: Autor).

MICROORGANISMO

CONDICIONES DE
TRATAMIENTO

RESULTADOS

REFERENCIAS

- Frecuencia: 20KHz,
- Amplitud: 24.4 a

Se observaron reducciones de crecimiento
significativas: 5 ciclos logaritmicos a la mayor

Adekunte et

Pichi t 61.0pm, . s . .
ichia fermentans . km amplitud utilizada y con el maximo tiempo al.(2010, b)
- Tiempo: 2a 10 . .
. aplicado durante el tratamiento.
minutos.
- Frecuencia: 20 KHz, | El tratamiento ultrasdnico a 20°C generd una
Listeria - Potencia: 100W, reduccion significativa de 1,93 log UFC/ml D’Amico et al.
monocytogenes - Temperatura: 20 a | (98.8%), comparada con un control, que fue (2006).
57°C. leche UHT inoculada pero sin tratar.
. Los resultados mostraron un decrecimiento
- Frecuencia: 24KHz, . . .
. de Listeria monocytogenes mayor a 5,0 ciclos
- Amplitudes: 0, 40, logaritmicos para el tratamiento de
Listeria 72y 120um, g ., P . Bermudez-
termosonicacidon luego de un periodo de 10 a .
monocytogenes y - Temperatura: 20 a 20 minutos de tratamiento. Por otro lado Aguirre et al.
Escherichia coli 57°C, ' (2009).

- Tiempo: 30
minutos.

para la bacteria Gram-negativa se obtuvo
una reduccion de 3,0 ciclos logaritmicos en
los 10 minutos de tratamiento.

Escherichia coli,

- Frecuencia: 20KHz,

Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae,
tuvieron una reduccién mayor al 99% en

Saccharomyces - Amplitud de 24pm . .
L ¢ Pl .u H ambos medios (solucién salina y leche UHT), | Cameron et al.
cereviciae y para diferentes . . . .
. . mientras que Lactobacillus acidophillus, tuvo (2008).
Lactobacillus intervalos de ., L
. . . una reduccidn del 72% y del 84% en solucién
acidophilus tiempo. . .
salina y leche, respectivamente.
No hubo diferencias significativas entre
o ' - Frecuencia: 20 KHz, tratamientos uItrason:cos y térmicos (20°Cy
Escherichia coli, . 57°C). S
- Potencia: 100W, . - , D’Amico et al.
Staphylococcus Temperatura: 20 El tratamiento ultrasdnico logré una (2006)
aureus P Y reduccion de 5,00 log UFC/ml para ’

57°C.

Escherichia coliy de 2,96 log UFC/ml para
Staphylococcus aureus.
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Tabla 2. Efecto del ultrasonido en microorganismos (continuacién).

CONDICIONES DE

MICROORGANISMO TRATAMIENTO RESULTADOS REFERENCIAS
- Frecuencia: 20KHz, La poblacién de Escherichia coli tuvo una Lee et al
Escherichia coli - Amplitud: 124um, reduccién de 4 ciclos logaritmicos en un (2009) '

- Temperatura: 61°C.

tiempo de 4 minutos.

Pseudomonas . La reduccién fue de 4,1 ciclos logaritmicos
- Frecuencia: 20KHz, . . .
fluorescens y Amplitud: 120um para Psudomonas fluorescenes y de 2,7 ciclos | Villamiel et al.
Streptococcus P ) W . logaritmicos para Streptococcus (2000).
. - Temperatura: 72°C. .
thermophilus thermophilus.
. El pH y la temperatura de crecimiento no
Cronobacter - Frecuencia: 20KHz, . . e
. . tuvieron influencia significativa en la
sakazakii Listeria - Amplitud de 34 a . . . .
resistencia de la bacteria, y se presenté una Arroyo et al.
monocytogenes y 145pum, .. . .
. relacion exponencial entre la amplitud de las (2011).
salmonella serovar - Temperatura: 35°C, ondas ultrasdnicas y las reducciones
Enteritidis - Presion: 0-300kPa. v
encontradas.
- Frecuencia: 20KHz, La concentracion de Salmonella serovar
Salmonella serovar - Amplitud: 117um, Enteriditis por manosonicacidn y a bajas Alvarez et al.
Enteriditis - Temperatura: 35°C, actividades de agua no presenté cambios (2003).
- Presién: 200kPa. significativos después de los tratamientos.
La tasa de inactivacidn por tratamiento de
- Frecuencia: 20KHz, manoltermlc\)/so;icaF;ién aumerl1té
Listeria - Amplitud: 117um, . . Pagan et al.
. exponencialmente con la amplitud de las
monocytogenes - Temperatura: 40°C, - (1999).
L ondas ultrasénicas en un rango de 62 a 150
- Presion: 200kPa.
pm.
Escherichia coli resulté tener mayor
sensibilidad al ser comparada con
Escherichia coli, . Lactobacillus rhamnosus, al responder en
Lactobacillus - Frecuencia: 20KHz, menor tiempo al tratamiento, aunque los Ananta et al.
- Potencia: 17.6W. mpoa ’ d (2005).
rhamnosus estudios indican que la membrana

citoplasmatica no fue considerablemente
afectada por el tratamiento.
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Tabla 2. Efecto del ultrasonido en microorganismos (continuacién).

CONDICIONES DE

MICROORGANISM RESULTAD REFERENCIA
CROORGANISMO TRATAMIENTO SU 0S CIAS
- Frecuencia: 24KHz, | Tratamientos de 30 minutos produjeron una ,
. - . . Bermudez-
C - Amplitud: 120um, reduccién de 5 ciclos logaritmicos, y la .
Listeria innocua . . L . Aguirre et al.
- Potencia: 400W, inactivacion generada fue tipica de un (2009)
- Temperatura: 63°C. modelo Weibulliano. ’
- Frecuencia: 24KHz,
. A mayor volumen de muestra tratada se
- Amplitud: 60um, . o
Salmonella serovar . presentd un mayor decrecimiento en la Cabeza et al.
Enteriditis - Potencia: 400W, energia aplicada y aumento el tiempo para el (2010)
-Volumen: 1003 ° Ft)ratamiZnto de reduccic’)np P .
1200mL. '
. Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus . .
. . . tuvieron reducciones mayores al 99% luego
acidophilus, - Frecuencia: 20KHz, . , .
_ . . del tratamiento ultrasénico, mientras que | Cameron et al.
Escherichia coli y - Amplitud: 124pm, . . . .
. Lactobacillus acidophilus presenté (2008).
Saccharomyces - Potencia: 750W. . L 2 .
cerevisige reducciones del 72% en solucion salina y del
84% en leche.
- Frecuencia: 20KHz,
- Amplitud: 95um,
Saccharomyces - Flujo continuo Se observaron efectos favorables a nivel de Char et al
cerevisiae y (0.2L/min), inactivacion microbiana cuando se utilizaron (2010) )
Escherichia coli - Temperatura: 40°C, | los tratamientos combinados, no seriados. ’
- Combinacién con
Luz UV.
Escherichia coli El tratamiento ultrasénico fue efectivo para
Staph Iococcusy - Frecuencia: 20KHz, inactivar Escherichia coli (D=5.94 min), sin Czank et al.
'p v .. - Potencia: 150W. embargo Staphylococcus epidermidis mostré (2010).
epidermidis

resistencia al tratamiento (D=16.01 min).

Pseudomonas spp.
Clostridium
perfringes

- Frecuencia: 24KHz,

- Potencia:1500W/L,

- Tiempo: 60
minutos.

La destruccién de Pseudomonas spp. fue del
99.7%, pero la destruccién de Clostridium
perfringes (bacteria Gram-positiva) fue del

66%.

Drakopoulou
et al. (2009).
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4.3. CONDICIONES INTRINSECAS, EXTRINSECAS E IMPLICITAS QUE
AFECTAN LA INACTIVACION MICROBIANA POR ULTRASONIDO

Como se ha descrito anteriormente, la inactivacion microbiana por ultrasonido depende
de diversos factores que pueden ser clasificados de acuerdo con las condiciones de tratamiento,
las caracteristicas microbianas y los factores ambientales. En la Tabla 3 se presentan algunos de los
estudios encontrados en los que se hace una aproximacion al analisis de estos factores luego de
aplicar tratamientos ultrasénicos. Sin embargo no se han encontrado estudios sistematicos que
involucren la interaccién de varios de estos factores y su relacién con las cinéticas de inactivacién
microbiana. Por el contrario, la mayoria de los reportes encontrados se han enfocado en estudiar
el efecto de los tratamientos sobre las propiedades fisicoquimicas de los alimentos como se

presenta a continuacion.
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Tabla 3. Efecto del ultrasonido en productos alimenticios (Fuente: Autor).

PRODUCTO CONDICIONES EFECTOS DEL ULTRASONIDO REFERENCIAS
- Frecuencia: .
Entre el control y las muestras sonicadas,
20KHz, . . . .
. independientemente del nivel de amplitud o
- Amplitud: 24.4y . . Adekunte et al.
Jugo de tomate del tiempo del tratamiento. no se presentaron
61.0um, . L (2010, a).
. diferencias significativas (p<0.05) para
- Tiempo: 2a 10 . . .
. variables como pH, 2Brix y acidez.
minutos.

Procesamiento

- Frecuencias: 20 a

Esta investigacidén mostré que reacciones no
deseadas entre los radicales libres generados
por el ultrasonido y los ingredientes de un

Ashokkumar et

al.
de alimentos 35KHz. alimento pueden ser minimizadas
. . . . (2008).
seleccionando bajas frecuencias de ultrasonido
para el procesamiento del alimento.
. Para el color se observé, que se produjeron
- Frecuencia: 24KHz, ) L . .
. cambios de luminosidad importantes a medida
- Amplitudes: 0, 40, . . . ,
72 v 120um que la intensidad del ultrasonido aumentaba. Bermudez-
Leche Y Hm, Asi mismo se encontré mayor nivel de Aguirre et al.
- Temperatura: 20- . .
57°C homogenizacién de los globulos de grasa, (2009).
Y . cuando se aplicaron tratamientos mas
- Tiempo: 30 minutos.
prolongados.
. Para un contenido graso de 1%y 2%, la
- Frecuencia: 24KHz, . L, g y
. inactivacion fue de 4.5y 3.2 log UFC/ml,
- Amplitudes: 0, 40, . . . ,
indicando que a medida que el contenido Bermudez-
72y 120um, . . . L .
Leche graso iba decreciendo, la inactivacién Aguirre et al.
- Temperatura: 20- T
aumentaba, por lo cual se plantea la hipdtesis (2008).

57°C,
- Tiempo: 30 minutos.

de que la presencia de glébulos grasos crea un
efecto protector en las células.

Fresa (fruta)

- Frecuencias: 25, 28,
40y 59 KHz,

- Temperatura: 20°C,

- Tiempo: 10 minutos.

El tratamiento no generd efectos
desfavorables en cuanto a firmeza, acidez
titulable, contenido de sélidos solubles y

vitamina C del producto tratado.

Cao et al. (2010).

Leche

- Frecuencia: 24KHz,

- Microtip: 22mm de
Diametro,

- Tiempos: 2,4,8y 16
minutos.

Se observaron reducciones de hasta 2.1 ciclos
logaritmicos para tres tipos de leche diferente.

Chouliara et al.
(2010).
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Tabla 3. Efecto del ultrasonido en productos alimenticios (continuacion).

PRODUCTO

CONDICIONES

EFECTOS DEL ULTRASONIDO

REFERENCIAS

Leche y cidra de
manzana

- Frecuencia: 20 KHz,

- Potencia: 100W,

- Temperatura: 20 a
57°C.

Independientemente del nivel de amplitud o el
tiempo del tratamiento, para las variables pH,
9Brix y acidez, no se presentaron diferencias
significativas (p<0.05) entre las muestras
sonicadas y el control.

D’Amico, et al.
(2006).

Jugo de naranja
sonicado y
fortificado con
sodio

- Frecuencia: 20KHz,

- Amplitudes: 59.5,
71.4y 89.25um,

-Tiempo: 2,4,6,8y
10 minutos.

Independientemente del nivel de amplitud o el
tiempo del tratamiento, para las variables pH,
9Brix y acidez, entre las muestras sonicadas y
el control no se presentaron diferencias
significativas (p<0.05).

Gémez-Lopez et
al. (2010).

Fresa (fruta)

- Frecuencia: 40KHz,

- Potencias: 250 a
450w,

- Tiempo: 5a 15
minutos.

Tratamientos ultrasonicos de 9.8 minutos a
250W de potencia, fueron efectivos para
aumentar significativamente la vida util de la
fresa.

Cao et al. (2009).

Jugo de naranja

- Frecuencia: 20KHz,
- Amplitud: 95um, en

Los tratamientos aplicados no generaron

Char et al.
y jugo de flujo continuo (0.2 cambios desfavorables en las propiedades (Za(;leo)a
manzana L/min), intrinsecas y nutricionales de los jugos. ’
- Temperatura: 40°C.
eche | Frecuencia: 20Kk, | 80T A B miontos enire 3y s | CEnketal
- Potencia: 150W. plica ¥ (2010).
minutos.
Se inactivaron bacterias Gram-negativas
- Frecuencia: 24KHz, totales, coliformes y Pseudomonas spp. en un
. . Drakopoulou et
Agua -Potencia: 1500W/L, 99.5%, 99.2% y 99.7%, respectivamente. Y

- Tiempo: 60 minutos.

para Clostridium perfringes (bacteria Gram-
positiva) la inactivacién fue del 66%.

al. (2009).

4.3.1. TIEMPO DE TRATAMIENTO ULTRASONICO

Se ha reportado que por lo general, la inactivacion microbiana aumenta con el tiempo de

tratamiento. De acuerdo con un estudio desarrollado por Alvarez et al. (2000), se encontré una

relacion exponencial entre la fraccion de supervivencia microbiana y el tiempo de tratamiento

ultrasénico. Sin embrago, en otros estudios, el tiempo de tratamiento necesario para obtener un
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nivel determinado de inactivacion microbiana, decrece drasticamente a medida que el nivel

ultrasonido y las temperaturas aumentan.

En un estudio realizado por Adekunte et al., (2010), se observé que el cultivo de C
sakasakii ATCC 11467 fue reducido 6,86 ciclos logaritmicos en su concentracion celular, bajo
tratamientos de ultrasonido de 2,5 minutos, con 61um de amplitud, 20 KHz de frecuencia y
temperatura de 50°C. Esto sugiere que aunque el tiempo es un factor que afecta la tasa de
inactivacion, también se encuentra influenciado por otros factores como temperatura, amplitud,

frecuencia y potencia del tratamiento ultrasdnico.

En un estudio de Gomez-Lépez et al. (2010), se encontré también que tratamientos
ultrasénicos a 20KHz y amplitudes de 59,5, 71,4 y 89,25um, aplicados de manera continua a jugo
de naranja fortificado con calcio, durante 2, 4, 6, 8 y 10 minutos, generaron reducciones de hasta
1,5 ciclos logaritmicos a medida que aumentaba el tiempo, haciendo de esta variable parte

relevante en el proceso de tratamiento.

4.3.2. PRESION HIDROSTATICA

De acuerdo con resultados reportados por Alvarez et al. (2000), la inactivacién microbiana
por ultrasonido de alta intensidad, se potencializa con la presidon hidrostatica. Por esto, los
tratamientos de manosonicacién podrian llegar a ser mas efectivos que los tratamientos donde
solo se aplican ondas ultrasdnicas. Al parecer, la presion hidrostatica ejerce un efecto sinérgico en
este tipo de tratamientos, ya que al aumentar la intensidad de la presion, la implosién de las
burbujas durante la cavitacidn también aumenta, asi como el nimero de burbujas que

implosionan por unidad de tiempo.

4.3.3. FRECUENCIA Y AMPLITUD

En estudios previos realizados por el grupo de investigacién en Procesos Agroindustriales
de la Universidad de La Sabana y la empresa Productos Naturales de la Sabana Alqueria S.A, se
observd que tanto la frecuencia, como la potencia ultrasdnica transmitida al medio tuvieron un

efecto significativo (a=0,05) sobre la respuesta de inactivacion microbiana presentada por
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microorganismos estudiados como E. coli y L. monocytogenes en leche entera, siendo los
tratamientos de mayor intensidad y de mayor potencia, los mas efectivos con reducciones entre 2

y 6 ciclos logaritmicos a 5 minutos de tratamiento.

4.3.4. TEMPERATURA

Se ha demostrado que el ultrasonido en combinacidn con tratamientos térmicos tiene una
efectividad mayor a la encontrada en tratamientos en los cuales sélo se utiliza el poder ultrasénico

(Bermudez et al., 2009).

Adicionalmente, es bien conocido que la temperatura juega un papel importante como
factor extrinseco que afecta el crecimiento y viabilidad de los microorganismos, por lo que este
factor es muy utilizado para potencializar el efecto de inactivacién de diferentes tipos de
tecnologias. Es por eso que los tratamientos térmicos menos drasticos en combinacidén con
ultrasonido se perfilan como una nueva alternativa para la conservacion de alimentos sin afectar

significativamente sus propiedades nutricionales.

4.3.5. MICROORGANISMOS

Se ha generalizado el hecho de que células de mayor tamafio son mas sensibles a
tratamientos fisicos, en los que ademds de los térmicos se puede incluir los ultrasénicos. Asi
mismo, se ha reportado que bacterias Gram-positivas son mas resistentes que las bacterias Gram-
negativas a este tipo de tratamientos. Lo anterior se puede deber a que las bacterias Gram-
positivas pueden ser mas resistentes por la naturaleza de su pared celular, debido al grosor y
complejidad de su capa de peptidoglicano mas fuertemente adherida que la de las bacterias Gram-
negativas. De igual forma, se ha sugerido que entre mds grande sea la superficie de la célula, es
mas factible que se generen mayor cantidad de poros durante el proceso de cavitacion y por ende

haya una pérdida de estabilidad celular con mayor rapidez (Cameron et al., 2008).

Por esta razdén, la naturaleza y estructura de los microorganismos, determinaran la

resistencia o sensibilidad a los tratamientos con ultrasonido, y deben considerarse como un factor
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importante para definir las condiciones de tratamiento (frecuencia, potencia, tiempo, etc.) para

asegurar su efectividad.

4.3.6. pH

El efecto del pH sobre la resistencia de los microorganismos al ultrasonido, también puede
ser considerado como un factor importante para asegurar la efectividad en los tratamientos.
Aunque algunos autores sugieren que el pH no afecta la cinética de inactivacion microbiana por
ultrasonido, otros autores han encontrado que a pH 4cidos la resistencia de ciertos
microorganismos se reduce significativamente, lo que por ende favorece la efectividad de los
tratamientos (Earnshaw et al., 1995). Es asi como también se ha reportado que normalmente, la
resistencia microbiana al calor decrece en medios acidos. Sin embargo, autores como Barbosa-
Canovas et al. (2008), han observado que la resistencia al ultrasonido de los microorganismos es

independiente de las condiciones de acidez del medio.

4.3.7. COMPOSICION DEL MEDIO

Se ha observado que la respuesta de los microorganismos a los tratamientos con
ultrasonido es dependiente del tipo de medio utilizado en los tratamientos. Se han encontrado
diferencias significativas en la resistencia de los microorganismos cuando se tratan en matrices

alimentarias y cuando se tratan en caldos microbiolégicos (Earnshaw et al., 1995).

En general, la resistencia microbiana a los tratamientos ultrasénicos aumenta en los
alimentos. Sin embargo, este efecto protector depende de la composiciéon del producto. Por
ejemplo L. monocytogenes mostrd la misma resistencia al tratamiento ultrasénico en leche, que al
tratamiento aplicado en buffer Mcllvaine. Pero por el contrario, Salmonella senftenberg mostré
una resistencia dos veces mas grande en clara de huevo que en el buffer Mcllvaine (Alvarez et al.,

1999).

En otros estudios se ha observado que la adicion de sacarosa al medio aumenta de 25 a 30

veces la resistencia térmica de Salmonella y L. monocytogenes (Alvarez et al. ,2000). Esta
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resistencia es influenciada por factores como la actividad de agua del medio (Fletcher et al., 1998),

ya que el efecto protector a tratamientos térmicos es mayor en a,, reducidos (Alvarez et al., 2003).

Por otro lado, altas concentraciones de sal en el medio pueden mostrar un incremento en
la resistencia del microorganismo al calor y al mismo tiempo el contenido graso de la leche puede
ser también una barrera para la inactivacion de bacterias (Bermudez y Barbosa, 2008). Se piensa
que hay una resistencia de acuerdo al contenido graso de los alimentos, ya que crean una especie
de capa protectora para algunos microorganismos presentes, evitando el efecto de cavitacion e
implosion de las burbujas en la pared de la célula y disminuyendo asi el efecto del tratamiento con

ultrasonido.

En uno de los estudios encontrados, se observd que después de un tiempo de 30 minutos
de tratamiento con ultrasonido, la leche entera (3,47% en grasa) presentd un bajo nivel de
inactivacion celular (2,5 log UFC/ml), comparado con los tratamientos realizados en matrices con
contenidos graso mas bajos (de 1% y 2%), en donde la inactivacidn fue de 4,5y 3,2 log UFC/ml,

respectivamente (Bermudez y Barbosa, 2008).

Existe una hipodtesis de que la presencia de glébulos grasos crea un efecto protector en las
células. Se sabe que algunos factores que afectan la resistencia al calor de los microorganismos
son los altos niveles de proteinas y grasa presentes en un medio y el contenido de sélidos totales
(Gaze, 2005; Bermudez et al., 2009). Sin embargo, el efecto de la grasa sobre la efectividad de los

tratamientos con ultrasonido aun no se ha elucidado.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MICROORGANISMOS

El estudio de inactivacién microbiana se realizé con tres especies diferentes de
importancia a nivel de industria de alimentos: una bacteria Gram-positiva (Listeria monocytogenes
LMO026), una bacteria Gram-negativa (Escherichia coli ATCC 25922) y una levadura (Saccharomyces
cerevisiae ATCC 7754). La cepa de L. monoctogenes fue aislada de productos lacteos de la regién e
identificada mediante analisis moleculares y las cepas de E. coliy S. cerevisiae fueron adquiridas de
la coleccién de cepas de referencia ATCC y fueron aisladas a partir de muestras clinicas y

productos de panaderia, respectivamente.

Para el mantenimiento y conservacién de las cepas, éstas fueron almacenadas en
crioviales (CRYOBANK®) a -20,0°C. Antes de cada ensayo las cepas fueron activadas inoculando una
de las perlas de los crioviales en 5,0mL de caldo TSB (caldo tripticasa de soya, Scharlau ref. 02-
200). Estos cultivos se incubaron a 37,0°C en aerobiosis por un tiempo de 24 horas (para el caso de
las bacterias) y a 25°C por 48 horas (para la levadura). Después del periodo de incubacion, los
cultivos se homogenizaron durante 30 segundos con vortex y se transfirieron 200,0uL de cada
cultivo a un nuevo tubo con 5,0mL de caldo TSB, que se incubd bajo las mismas condiciones

iniciales.

5.2. PREPARACION DE MUESTRAS

Se prepararon soluciones con PBS (phosphate buffered saline, Sigma-aldrich® ref.4417-
100TAB) (Anexo 1), ajustadas de manera independiente y controlada con diferentes condiciones
intrinsecas (Glucosa, NaCl, grasa, pH, acido citrico). Las concentraciones para cada uno de estos
factores fueron estandarizadas y seleccionadas de acuerdo con un estudio preliminar que se
realizd para evaluar el efecto de dichas concentraciones sobre la vialidad de los tres

microorganismos y de esta manera asegurar que las condiciones seleccionadas por si solas, no
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afectaran el comportamiento de los microorganismos. En el Anexo 2, se presentan los resultados

obtenidos de estos ensayos preliminares.

A partir de los resultados del ensayo descrito en el Anexo 2, se seleccionaron las siguientes

condiciones de tratamiento para la aplicacion de ultrasonido en las muestras:

e Glucosa (0,0; 8,0; 12,0y 16,0%)

e NaCl(0,0;1,0;4,0y 7,0%).

e Grasa(0,0; 5,0; 10,0 y 20,0%).

e Acido citrico (pH 2,5y 4,0).

e pH ajustado con HCL (4,0; 5,0 y 6,0).

Las soluciones de glucosa al 8,0%, 12,0% y 16,0% y de NaCl al 1,0%, 4,0% y 7,0% fueron
preparadas con glucosa (Sigma-Aldrich® (D-(+)-Glucose, ref.50-99-7, grado ACS, Reag) y NaCl
(Merck®, ref. 7647-14-5 grado ACS, Reag.), respectivamente, pesando la cantidad necesaria para
obtener cada una de las concentraciones propuestas. Asi por ejemplo, para una concentracion al

8,0% de glucosa y del 1,0% de NaCl se realizaron los siguientes calculos:

[Glucosa 8,0%]= S’O‘TOO(SIUZOS?DB?'A'
,0m

,0g NaCl R.A.
100,0mL PBS

[NaCl 1,0%]=

De la misma manera, las soluciones de acido citrico (Merck®, acido citrico monohidrato,
ref.201-069-1, grado ACS, ISO, Reag.) se prepararon con ayuda de un potenciometro. A medida
que se adicionaba 4cido citrico a la solucion de PBS, se observaron los valores reportados en el

potenciometro hasta obtener las condiciones planteadas para su evaluacién (pH 2,5 y 4,0).

El contenido graso fue modificado diluyendo crema de leche de un lote conocido de una
marca comercial (contenido de 35,0g de grasa por 100,0g de crema de leche) en la solucién de PBS

de la siguiente manera:
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100,0g cremadeleche B 5,0g grasa  14,28g cremade leche
35,0g grasa 100,0mL PBS 100,0mL PBS

[Grasa 5,0% |=

100,0g cremade leche xl0,0g grasa 28,57 g cremade leche
35,0g grasa 100,0mL PBS 100,0mL PBS

[Grasa 10,0% ]:

100,0g crema de leche . 20,0g grasa  57,14g cremadeleche
35,0g grasa 100,0mL PBS 100,0mL PBS

[Grasa 20,0% ]=

Por otro lado, el pH fue modificado con HCL 1,0N (Merck®, ref.2806-10-00, grado ACS) y
NaOH 1,0N (Merck®, ref.2815-12-00 grado ACS), con ayuda de un potenciémetro.

Para estudiar el efecto de los factores intrinsecos sobre la cinética de inactivacién
microbiana por ultrasonido y luego de preparar las soluciones, inicialmente se evalud la viabilidad
de los tres microorganismos (L. monocytogenes, E. coliy S. cerevisiae) sobre los diferentes tipos de
sustrato, para verificar que dichos factores no tuvieran un efecto inhibitorio directo antes de los
tratamientos con ultrasonido. Para esto, poblaciones microbianas de aproximadamente 10’
UFC/ml se inocularon sobre las diferentes soluciones preparadas en PBS, y posteriormente los
cultivos bacterianos se incubaron durante 24 horas a 37,0°C y durante 48 horas a 25°C para el caso
de la levadura. Recuentos en placa sobre agar tripticasa de soya (TSA), sirvieron para determinar la
viabilidad de las cepas. En total se realizaron tres ensayos diferentes cada uno con tres réplicas.
Los datos experimentales se analizaron mediante ANOVA (P<0.05) con el programa estadistico

SPSS (version 13.0, SSPS Inc, Chicago) (Anexo 2).
5.3. TRATAMIENTO ULTRASONICO

Después de revisar diferentes protocolos de inactivacion microbiana utilizados en
investigaciones previas con ultrasonido de alta intensidad (Anexo 3), se seleccionaron las

condiciones de tratamiento que arrojaron los mejores resultados para definir el protocolo de
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experimentacion en el proyecto. De esta manera, se definid6 el siguiente protocolo de

experimentacion:

Los ensayos de ultrasonido de alta intensidad se realizaron con sonda de ultrasonido
Misonix (S-4000), microtip de 3,2mm, amplitud de 120um (58%) y frecuencia de 24KHz. Los
experimentos fueron llevados a cabo a 20,0°C para estudiar el efecto del ultrasonido sin la
influencia del tratamiento térmico. En este caso, la cavidad ultrasdnica fue inmersa en un bafio de
hielo, para evitar aumento significativo de la temperatura por la aplicacién del tratamiento.
Durante todos los ensayos se controld la temperatura, que en ninguno de los casos sobrepaso los

30,0°C.

Muestras de 10,0mL de las diferentes soluciones de PBS previamente inoculadas de
manera independiente y controlada en tubos de ensayo, con concentraciones microbianas
iniciales aproximadas de 10’ UFC/mL, se sometieron a tratamientos durante 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 y
10,0 minutos a las condiciones seleccionadas para determinar el efecto inhibitorio del ultrasonido.

Como controles se utilizaron las muestras sin aplicacién de tratamiento ultrasénico (tiempo cero).

5.4. RECUENTO MICROBIANO

Se realizaron recuentos en placa sobre agar tripticasa de soya (TSA, Scharlau ref. 01-200) a
37,0°C (bacterias) y 25°C (levadura) para verificar la concentracion inicial de cada muestra. Luego
de los tratamientos con ultrasonido se realizd nuevamente recuento en placa sobre bajo las
mismas condiciones anteriores con lecturas a 24 y 48 horas, para evaluar la poblacién de

sobrevivientes.

5.5. GENERACION DE LAS CURVAS DE INACTIVACION

La cantidad de microorganismos sobrevivientes, se obtuvo de la diferencia entre la
concentracién celular inicial de las muestras sin tratamiento (controles) y la concentracion final de

las mismas (muestras sonicadas). Cada concentracidn residual se pasé a términos de ciclos
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logaritmicos, graficando de esta manera la reduccidn versus el tiempo y obteniendo asi las curvas

de inactivacion.
5.6. OBTENCION DE LOS MODELOS DE INACTIVACION

La obtencién de los modelos de inactivacién se realizé utilizando el programa GInaFiT®
version 1.5. Para ello, los datos resultantes de las curvas de inactivacion fueron introducidos en el
software, en donde se modelaron y se obtuvieron los parametros cinéticos para cada uno de los

microorganismos bajo las diferentes condiciones evaluadas.

En el programa, inicialmente se evalud el ajuste de tres modelos (Figura 5) que fueron
seleccionados teniendo en cuenta las caracteristicas de las curvas de inactivacidn obtenidas. Estos
modelos fueron: (1)log-lineal (Bigelow and Esty, 1920), (2) Log-linear+shoulder+tail (Geeraerd et

al., 2000) y (3) Double weibull (Corroler et al., 2006).

Los siguientes fueron los criterios empleados para evaluar la bondad de ajuste y de
desempefio de los modelos predictivos: error cuadrado medio (MSE), error estandar (SE) analisis
de residuos, coeficiente de determinacién (R2) y analisis de los estimados de los parametros

cinéticos.

1. Error cuadrado medio (MSE): El modelo ajusta mejor a los datos experimentales
entre mas pequefio el valor de MSE. Donde n es el nimero de observaciones y p es el

numero de pardmetros a estimar.

> ( predicted—observed ) 2
n-p

MSE =

2. Error estandar (SE): Es una medida de dispersion que corresponde a la raiz cuadrada

de la varianza de la distribucién de todos los datos.



3. Analisis de residuos: Los valores de los residuos permiten determinar si se cumplen
las hipdtesis para el correcto uso de los modelos. Las graficas de residuales permiten
evaluar desviaciones sistematicas entre valores observados y predichos, “clustering”

de residuales del mismo signo y autocorrelacion.

4. Coeficiente de determinaciéon (R?): Es la proporcidon de variacién explicada por el

modelo. Entre mas alto sea su valor mejor sera el ajuste del modelo.

SS
R*=10-"1%
SS

tot

Donde SS,; es la suma de las distancias entre los puntos y la curva de mejor ajuste
determinada por regresion no linear y SS,.; es la suma de los cuadrados de las distancias entre los

puntos de la linea occidental por el valor medio de todos los valores de Y.

5. Analisis de los parametros cinéticos estimados: El propdsito de este andlisis es
evaluar los estimados de los pardmetros de los modelos bajo los criterios de precision

y de ajuste a la realidad.

Para los tres modelos se obtuvieron los valores del R?, que en todos los casos estuvo por
encima del 70%. Para el modelo Log-Linear se obtuvo un R’ de 0,70, para el modelo Double-

Weibull de 0,96 y para el modelo Log linear+Shoulder+Tail un R* de 0,99.

Teniendo en cuenta estos resultados se selecciond el modelo Log linear+Shoulder+Tail
propuesto por Geeraerd et al. (2000), por ser el de mejor ajuste a los datos experimentales (99%),

cuya ecuacion se presenta a continuacién:

— ES E3
Loglo((loLOgIO (NO) _ IOLOgIO (Nres)) %k e( kmax t) *ekmax Sl)

Loglo (N) - 1 + (e(kmax *S]) — 1) £ e(_kmax *t)) + 1010g10 (Nres)
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En donde, Logo(Ny) se refiere a la poblacién microbiana en el tiempo 0, k.« €s la tasa maxima
de inactivacién especifica, t es el tiempo, Sl es la distancia del hombro y Logio(N ) se refiere a la

subpoblacién microbiana existente después del tratamiento.

.-"EEF\-.II = = 1
3’) Inicio Insertar Disefio de pagina Farmulas D'a
GInaFiT ~
Eigelow and Esty, 1920: Log-Linear Regression
Geeraerd et al,, 2000: Log-Linear = Shoulder
E Geeraerd et al,, 2000: Log-Linear = Tail
[ | Geeraerd et al,, 2000: Lag-Linear = Shoulder = Tail
Mafart et al., 2002: Weibull L E
1 Mafart et al., 2002: Weibull, Fixed p-parameter
2 Albert and Mafart, 2005 Weibull = Tail
: Carroler et al,, 2006: Double Weibull
: Cerf, 1977 Biphasic Model
5 Geeraerd et al,, 2005: Biphasic = Shoulder
7 Disclaimer & Bibliographic reference
8 About GInaFiT
9
10

Figura 5. Interfase de modelos en Ginafit ® (Fuente: Autor)

5.7. ANALISIS ESTADISTICO

En todos los casos se realizaron tres ensayos independientes cada uno con tres réplicas. Como
controles se utilizaron muestras sin tratar. Los datos experimentales se analizaron mediante
ANOVA (P < 0,05) y test de Tukey (nivel de significancia de 5%) con el programa estadistico SPSS
(versién 13.0, SSPS Inc, Chicago).

En la Figura 6 se presenta un resumen de la metodologia empleada para la realizacion de los

ensayos.
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- NaCl (1,0%, 4,0% y 7,0%)
- Glucosa (8,0%, 12,0% y 16,0%)

'DH(ZJ),4J)Y€LO)

- Grasa (5,0%, 10,0% y 20,0%) Microorganismo
PBS inoculado

q 7
estandarizado - Acido citrico (pH 2,5y 4,0) (107 UFC/mL)

con:

CURVAS DE INAC TIVACION DE E, COU POR ULTRASONIDD
EM LAS TRES MATRICES LIOUID A5
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[

- Frecuencia:24kHz
- Amplitud: 120um
- Temperatura:202C
-Tiempo: 0, 2, 4,6,
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Grafica #a. Curvas de inactivadon en las tré s matrices.

. . . 8 y 10 minutos
Curvas de inactivacion, y

analisis estadistico y

Recuento en

placa

obtencion de modelos

Figura 6. Resumen de la metodologia utilizada. (Fuente: Autor).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. CINETICA DE INACTIVACION EN TRATAMIENTOS ULTRASONICOS DE
ALTA INTENSIDAD EN SOLUCION TAMPON

Los resultados obtenidos demostraron que para las tres cepas evaluadas, a mayor tiempo
de tratamiento se generd un mayor nivel de inactivacion, siendo el tiempo de 10,0 minutos el mas
efectivo para lograr mayores reducciones logaritmicas en la concentracion celular. En todos los
casos se obtuvieron diferencias significativas (a=0,05) con respecto al tiempo de control (t=0)

como se presenta en la Figura 7.

Adicionalmente se evidencié que L. monocytogenes fue la cepa mas resistente a los
tratamientos con ultrasonido, lograndose un maximo de reduccién de 0,5 ciclos log después de
10,0 minutos. Por otro lado, la cepa mas sensible fue S. cerevisiae, que presentd una reduccién de
mas de 1,0 ciclo logaritmico después de los tratamientos, seguida por la cepa de E. coli, que

después de 10,0 minutos de sonicacién redujo su concentracién en 0,9 ciclos log.

Tiempo (minutos)

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Log UFC/mL

I R et e

B L.monocytogenes E.coli W S.cerevisiae

Figura 7. Cinética de inactivacidon microbiana en solucién tampdn mediante ultrasonido.
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Los resultados obtenidos sugieren que la efectividad de los tratamientos, asi como el
mecanismo de inactivacidon por ultrasonido, podrian estar relacionados con la naturaleza de los
microorganismos tratados ya que en los ensayos se observd que el grado de inactivacidon fue
diferente para cada uno de ellos. Alvarez et al. (1999) y Cameron et al. (2008) coinciden en que
generalmente es admitida la hipdtesis de que células de mayor tamafio son mas sensibles al
ultrasonido que las células pequenas. En este caso se cumplié la hipdtesis, ya que las células de S.
cerevisiae que tienen un tamano aproximado de 3,0-15,0um de largo por 2,0-8,0um de ancho
(Chemat et al., 2011), fueron mas sensibles que las células de E. coli y L. monocytogenes que
manejan tamafios menores (de 1,5 um de ancho por 6,0 um de largo y de 0,5 um por 2,0 um,
respectivamente), siendo Listeria monocytogenes la cepa mas resistente de las tres. Estos
resultados también concuerdan con Alliger et al. (1975), quienes encontraron que las bacterias
mas pequefias presentan una mayor resistencia a la accion de tratamientos de ultrasonido. Las
primeras al ser mas pequefas tienen una menor superficie expuesta para la accién de las ondas,
por lo que pueden llegar a ser mas resistentes que las de mayor tamafio, por consiguiente a mayor
superficie se presenta una mayor capacidad de absorcién de la onda y por ende, un resultado mas

letal.

De la misma manera, con los resultados de estos ensayos se cumplié el supuesto de que
las bacterias Gram-positivas son mas resistentes que las bacterias Gram-negativas a los
tratamientos fisicos. Lo anterior se puede deber a que las bacterias Gram-positivas poseen una
pared celular de mayor grosor y una capa de peptidoglicano mas fuertemente adherida que la de
las bacterias Gram-negativas (Cameron et al., 2008). Esto se evidencia en la figura 7, donde se
observa un mayor efecto de los tratamientos ultrasénicos para la bacteria Gram-negativa (E. coli)

que para la bacteria Gram-positiva (L. monocytogenes).

6.2. EFECTO DE LA COMPOSICION DEL SUSTRATO SOBRE LA CINETICA DE
INACTIVACION MICROBIANA EN LOS TRATAMIENTOS DE ULTRASONIDO DE
ALTA INTENSIDAD

Los resultados obtenidos para este objetivo mostraron también que en la mayoria de los

casos a mayor tiempo de sonicacidn se presentaron mayores reducciones logaritmicas. Se observo
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que después de seis minutos de tratamiento se presentaron las mayores reducciones en la
concentracién microbiana, mientras que por debajo de este tiempo solo se obtuvieron

reducciones de aproximadamente 1,0 ciclo log (Figuras 8 a 12).

En cuanto a los ensayos realizados con soluciones de glucosa, los resultados obtenidos
mostraron un efecto significativo (p<0,05) de la concentracion de glucosa en el medio, sobre la
cinética de inactivacion microbiana. Se logré determinar que en general para las tres cepas en
estudio, se obtuvo un mayor nivel de inactivacién cuando el medio tenia mayor concentracién de
glucosa (Figura 8). Sin embargo este efecto fue mas evidente después de los seis minutos de
tratamiento, donde aparentemente se logré un mayor efecto ultrasénico. Asi, de acuerdo a los
datos obtenidos podria plantearse a priori un nivel critico del 12% en contenido de glucosa para

E.coliy S. cerevisiae.

Estos resultados podrian sugerir que la glucosa no representa un factor significativamente
protector para las células y que por el contrario podria hacerlas mds sensibles a los tratamientos
con ultrasonido. Sin embargo, algunos autores afirman que la potencia del ultrasonido tiende a no
ser tan efectiva a medida que la viscosidad del medio aumenta, ya que puede crear una resistencia
parecida a la encontrada en sélidos. Acerca de esta resistencia, Alvarez et al. (2000) reportaron en
un estudio que la adicidon de sacarosa al medio aumenté 30 veces la resistencia térmica de L.
monocytogenes, efecto que podria presentarse de igual manera en los tratamientos con
ultrasonido. Contrario a esto, dicha resistencia no presenté en los ensayos que se realizaron en

este trabajo

En otro estudio Fletcher et al. (1998), reportaron que la actividad de agua del medio es uno
de los factores mas importantes a nivel de ecologia microbiana y encontraron que durante
tratamientos térmicos, el nivel de inactivacion microbiana fue mayor cuando se trataron muestras
con un a,, reducido. Aparentemente, entre mayor a,, tenga una muestra, mayor sera el efecto
protector de este factor para el microorganismo. Estos hallazgos podrian extrapolarse para
tratamientos ultrasénicos y podrian explicar también los resultados que se obtuvieron a partir de
los ensayos realizados en los que se obtuvieron mayores reducciones microbianas cuando el a,,

fue menor.
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Figura 8. Efecto del contenido de glucosa sobre la inactivacion microbiana por ultrasonido.
a: L. monocytogenes. b: E. coli. c: S. cerevisiae.
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En los ensayos realizados con soluciones ajustadas a diferentes concentraciones de sal, se
encontrd que al evaluar el efecto de la concentracién de NaCl sobre la inactivacién microbiana por
ultrasonido se presentaron diferencias significativas (p<0,05) entre los tres tipos de

microorganismos evaluados y las diferentes concentraciones de NaCl (Figura 9).

Tiempo (minutos)
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Log UFC/ml

Tiempo (minutos)
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Log UFC/ml
KN
©

Tiempo (minutos)

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Log UFC/mL

-2,0
m NaCl 0% m NaCl 1% m NaCl 4% ™ NaCl 7%

Figura 9. Efecto del contenido de NaCl sobre la inactivacién microbiana por ultrasonido.
a: L. monocytogenes. b: E. coli. c: S. cerevisiae.
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Para las tres cepas estudiadas se observd que una concentracién de NaCl del 1,0% en el
medio, favorece en la mayoria de los casos el efecto del tratamiento, porque bajo estas
condiciones se obtuvieron mayores reducciones logaritmicas (de aproximadamente 1,5 ciclos log).
Mientras que la concentracién del 7,0% de NaCl aparentemente tuvo un efecto protector para las
dos bacterias, ya que los valores de reduccién logaritmica fueron mucho menores que en los otros
casos (entre 0,5 y 0,8 ciclos log). Para el caso de la levadura se puede plantear un nivel critico de

NaCl sobre el 4%.

Lo anterior puede deberse a la capacidad de osmoregulacion de las células y las diferencias
encontradas a nivel de inactivacion celular entre los tres tipos de cepas, podrian deberse a
diferencias en la estructura de su pared celular. Se esperaria que una concentracién de NacCl
cercana a una concentracién isoténica permita mas facilmente el dafio en la membrana ya que el
citoplasma celular de los microorganismos posee una mayor concentracidon de solutos que el
medio exterior, de modo que el agua se difunde hacia el interior célula. Pero por otro lado, cuando
una célula estd en un ambiente con baja actividad de agua, existe una tendencia a la salida del
liquido intracelular, y es asi como los contenidos del medio como el azucar o la sal adquieren
importancia, ya que al bajar la actividad de agua en el medio, la célula pierde agua y se produce
plasmolisis (Madigan et al., 2008). Barbosa et al. (2008) proponen una hipdtesis que explica que
altas concentraciones de sal en el medio pueden mostrar un incremento en la resistencia del
microorganismo al calor, y si se presenta esta resistencia a la temperatura, es posible que en este

caso se genere una resistencia similar al ultrasonido.

Pasando a otro punto, el efecto del contenido de grasa sobre la inactivacién microbiana
por ultrasonido fue significativo (P<0,05) entre los tres tipos de microorganismos evaluados
(Figura 10). Se observé para las tres cepas que una concentracidn de grasa del 5,0% en el medio,
favorece el efecto del tratamiento, porque se obtuvieron mayores reducciones: 1,5, 0,9y 1,7 Log,
para L. monocytogenes, E. coli y S. cerevisiae, respectivamente. Sin embargo, parece ser que el
contenido graso es un obstaculo que reduce la tasa de inactivacién en algunos microorganismos,
ya que para un contenido de grasa mayor al 10,0% los efectos fueron disimiles para cada uno de
los microorganismos evaluados, evidencidndose un efecto protector para la bacteria Gram-
positiva (L. monocytogenes) y la levadura (S. cerevisiae), aunque mas marcado en la bacteria. Por

otro lado, para la bacteria Gram-negativa (E. coli) no se presentaron diferencias significativas
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(P<0,05) entre las concentraciones de grasa del 5,0%, 10,0% y 20,0%, en las que se obtuvieron

reducciones de 1,1, 1,3 y 1,0 ciclos logaritmicos, respectivamente.
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Figura 10. Efecto del contenido de Grasa sobre la inactivacion microbiana por ultrasonido.
a: L. monocytogenes. b: E. coli. c: S. cerevisiae.
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Lo anterior puede deberse a que la presencia de glébulos de grasa en algunos medios, crea
un efecto protector en las células, asi como ocurre durante los tratamientos térmicos, donde
algunos de los factores que afectan la resistencia al calor de los microorganismos son los altos

contenidos proteinas y grasas o el alto contenido de sélidos totales (Barbosa et al., 2009).

Barbosa et al. (2006) proponen que las bacterias pueden adherirse a los glébulos de grasa
contenidos en el medio y los tratamientos ultrasénicos pueden alteran la membrana lipidica de
estos glébulos generandoles un tamafio mas pequefio. Algunos de estos glébulos de menor
tamafo quedan como “huecos” y con una rugosidad diferente en su superficie. Aparentemente,
estas nuevas condiciones les permiten a los microorganismos adherirse con mayor fuerza y
ocultarse en el interior de los glébulos, lo que representa un efecto protector contra el calor y la
cavitacién. Otros estudios también evidencian que el efecto de cavitacién puede ser menor a
medida que aumenta la viscosidad del medio, ya que disminuye la facilidad de penetracién de las

ondas de ultrasonido (Hiilsen; 1999; Earnshaw et al., 1995).

Sin embargo, en trabajos realizados por Gaze (2005) y Bermudez et al. (2009), se encontrd
gue el contenido de grasa de la leche parece ser una limitacién que reduce la tasa de inactivacion
microbiana. Algunos de los reportes encontrados muestran que después de 30 minutos de
tratamiento, leche con contenido de grasa del 3,4% de grasa presenté un bajo grado de
inactivacién de células (2,5 log) comparada con contenidos grasos del 1,0% y 2,0%, en los cuales se

obtuvieron reducciones de 4,5 y en 3,2 ciclos log, respectivamente.

Esto podria deberse a que el ultrasonido de alta intensidad dispersa y reduce el tamafio de
glébulos de grasa, asi como lo hace con las micelas de caseina que almacenan la mayoria del calcio
de la leche (Villamiel et al., 2000; Taylor y Richardson 1980; Philippe et al., 2007). Este calcio posee
un efecto estabilizador de las biomembranas y por tanto, protege las células ante los tratamientos
fisicos (Hauben et al., 1998). Es asi como un mayor contenido de grasa en la leche, estaria
reduciendo la cantidad de calcio liberado a la fase de suero, ya que la presencia de un mayor
numero de gldbulos de grasa, incide directamente sobre una menor desagregacién de micelas de
caseina. Por esto, en este tipo de leche, que posee menos concentracion de calcio libre, el efecto
bioprotector es mucho menor, presentdndose una proporcion mayor de células afectadas ante los

tratamientos ultrasdnicos.
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6.3. EFECTO DEL PH DEL MEDIO SOBRE LA CINETICA DE INACTIVACION
MICROBIANA EN TRATAMIENTOS DE ULTRASONIDO DE ALTA INTENSIDAD

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos realizados para evaluar el efecto del pH
modificado por acidos inorganicos (HCI) y acidos orgéanicos (acido citrico) sobre las cinéticas de
inactivacién microbiana, mostraron diferencias significativas (P<0,05) entre los tres tipos de
microorganismos estudiados. Pero en todos los casos se observd que las soluciones ajustadas a
valores de pH mads acidos que el control (pH 7,0), presentaron mayor nivel de reduccidn

microbiana después de la aplicacién de los tratamientos con ultrasonido.

En los ensayos realizados con acido citrico (Figura 11) se observd en términos generales
para la levadura y la bacteria Gram-positiva, una mayor resistencia ultrasénica a valores de pH
altos, mientras que para la bacteria Gram-negativa no se pudo establecer una relacién directa
entre el pH y el nivel de inactivacion, ya que en muchos casos no se presentaron diferencias

significativas (P<0,05) entre los diferentes niveles de pH.

Luego de 10,0 minutos de tratamiento, a pH 4,0 se obtuvieron reducciones de 1,2 ciclos
log para L. monocytogenes, de 0,9 log UFC/ml para S. cervisiae y de 0,7 para E. coli. Mientras que a
pH de 2,5, luego de este mismo tiempo de tratamiento se obtuvieron reducciones logaritmicas de
0,9, 0,9 y 1,6 ciclos log en la concentracién celular de L. monocytogenes, E. coli y S. cerevisiae,
respectivamente. Para el caso de la levadura, el pH de 2,5 fue el que generé mayor nivel de

inactivacion, mientras que para la Gram-positiva fue el pH de 4,0.
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Figura 11. Efecto del pH modificado con acido citrico sobre la inactivacion microbiana por
ultrasonido. a: L. monocytogenes. b: E. coli. c: S. cerevisiae.
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En los ensayos realizados con 4cido inorgdnico (Figura 12) se encontré que para L.
monocytogenes el pH mas acido evaluado (4,0), fue el que generd mayor nivel de inactivacion con
una reduccidn maxima de 1,2 ciclos log después de 10 minutos de tratamiento y esta misma
tendencia se mantuvo con relacion a los otros niveles de pH evaluados, porque a pH mas basico
(7,0) las reducciones fueron menores. Una tendencia similar se observd para S. cerevisiae que
presentd mayores niveles de inactivacién también a pH de 4,0, con reducciones de 1,8 ciclos log
luego de 10 minutos de tratamiento. Para este microorganismo no se presentaron diferencias

significativas (P<0,05) entre los valores de pH de 5,0y 6,0.

Para E. coli, se presentd un efecto contrario al observado con los otros dos
microorganismos. El pH que generé mayor sensibilidad durante los tratamientos con ultrasonido

fue el pH de 6,0, con reducciones celulares de 1,3 ciclos log.

Estos resultados, tan diferentes para cada uno de los tres microorganismo, pueden
deberse al tipo de pared celular que presenta cada uno de ellos y a su nivel de sensibilidad a
factores como el pH. El efecto de este factor intrinseco sobre la cinética de inactivacion
microbiana se discutird con mayor detalle en la siguiente seccién donde los modelos matematicos

obtenidos describen mejor el comportamiento de los microorganismos bajo estas condiciones.

Reportes encontrados acerca del efecto del pH sobre la efectividad del ultrasonido
parecen ser también contradictorios, ya que mientras algunos autores no han encontrado ninguna
influencia del pH sobre la resistencia microbiana (Earnshaw et al., 1995), otros han comprobado
que a pH acido la resistencia de ciertos microorganismos es menor (Sala et al., 1995; Guerrero et
al., 2001). Por otro lado, estos resultados apuntan a que el tratamiento combinado de ultrasonido
con soluciones acidas podria mejorar en gran medida la eficacia del tratamiento, aumentando la
inhibicién de patdgenos en alimentos, tal como lo sugiere Sagong et al. (2011) en su investigacion

de ultrasonido combinado con acidos organicos para la conservacion de vegetales.
Algunos de estos resultados, que describen el efecto de factores intrinsecos sobre la

cinética de inactivacidon microbiana, fueron socializados y publicados en eventos cientificos (Anexo

a).
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Figura 12. Efecto del pH modificado con acido inorganico sobre la inactivacién microbiana por
ultrasonido. a: L. monocytogenes. b: E. coli. c: S. cerevisiae.
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6.4. MODELACION DEL EFECTO DE TRATAMIENTOS ULTRASONICOS SOBRE
LA CARGA MICROBIANA DE SOLUCIONES AJUSTADAS CON DIFERENTES
FACTORES INTRINSECOS

A partir de la ecuacién de Geeraerd et al. (2000) se obtuvieron los modelos de inactivacidn
microbiana por ultrasonido para L. monocytogenes, E. coli y S. cerevisiae en PBS ajustado con
diferentes concentraciones de glucosa, NaCl, grasa y pH. Asi mismo se obtuvo la estimacion de los
parametros cinéticos de inactivacion microbiana para cada uno de los tratamientos ultrasdnicos
realizados. Con estos datos se analizd la distancia del hombro (SL), la cual ocurre cuando no se
presenta una inactivacion instantanea a través del tiempo luego de aplicar un tratamiento, la tasa
de velocidad de inactivacién (Kmax), la poblacién residual (Log10_Nres), después de aplicar los
tratamientos o concentracion de sobrevivientes, la poblacién inicial (Log10_No) y los parametros

de ajuste: sumatoria de cuadrados (MSE) y coeficiente de correlacién y ajuste (R?).

6.4.1 EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE LA CINETICA DE INACTIVACION MICROBIANA POR
ULTRASONIDO

A partir de la ecuacién de Geeraerd et al. (2000) se obtuvieron los modelos de inactivacidn
microbiana por ultrasonido para L. monocytogenes, E. coli y S. cerevisiae en PBS ajustado con
diferentes concentraciones de glucosa (Figura 13). Asi mismo, se analizaron los parametros
cinéticos que sirvieron para explicar el comportamiento de los microorganismos en cada uno de
los casos (Tabla 4). En todos los casos, el R> mas bajo que se obtuvo fue de 0,92, lo que indica que

los modelos que se generaron presentaron un buen ajuste a los datos experimentales.

Para L. monocytogenes se observé que a mayor concentracién de glucosa en el medio los
parametros correspondientes a la distancia del hombro (SL) y a la velocidad de inactivacion

(Kmax), se redujeron.

Los resultados sugieren que posiblemente existe un efecto protector de este factor hacia
el microorganismo, lo que indica que la efectividad de los tratamientos con ultrasonido para esta

bacteria, podria potencializarse en productos con baja concentracidn de glucosa, lo que reduciria
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también el tiempo de aplicacién. Estos resultados concuerdan con lo que se habia discutido
anteriormente acerca de que el tratamiento con ultrasonido tiende a no ser tan efectivo a medida
que la viscosidad del medio aumenta, ya que esta condicién puede afectar la propagacion de la
onda en el medio. Alvarez et al. (2000) encontraron que la adicién de sacarosa al medio, aumenté
30 veces la resistencia térmica de L. monocytogenes, efecto que podria extrapolarse a esta

tecnologia.

Para E. coli se observd que a mayor concentracion de glucosa en el medio el Kmax
aumenté significativamente (Tabla 4), lo que sugiere que a mayor contenido de azucar se obtuvo
una tasa de inactivacidn microbiana mayor. Sin embargo, al analizar el parametro del hombro (SL)
no se observé una relacién directa entre la concentracion de glucosa y el tiempo requerido para
iniciar una inactivacidn microbiana efectiva. Se encontré que el tratamiento mas efectivo fue el
realizado a los 8,0 minutos de tratamiento con una concentracién de glucosa del 16,0% (Figura
13b), sin embargo se encontrd que a una concentracién del 16% de glucosa, el parametro Kmax
sobreestima los datos experimentales porque no se observo ese grado de inactivacién en los
ensayos correspondientes. Estos resultados pueden explicarse con la hipdtesis de Madigan et al.
(2008), la cual sugiere que cuando una célula estd en un ambiente con baja actividad de agua,
existe una tendencia de salida del liquido intracelular y es asi como al bajar la actividad de agua en

el medio la célula pierde agua y se produce plasmdlisis.

Para S. cerevisiae se observé que a una concentracién de glucosa del 16,0% se obtuvo el
mayor Kmax. Aunque se esperaria que la tendencia fuera decreciente a medida que el contenido
de glucosa es menor, los resultados mostraron que al 8,0% el Kmax es incluso mayor que para un
contenido de glucosa del 12,0%. (Figura 13c). En este caso, al analizar el parametro del hombro
(SL) tampoco se observd una relaciéon directa entre la concentracién de glucosa y el tiempo
requerido para iniciar una inactivacion microbiana efectiva. Estos resultados sugieren que para
este microorganismo existen unos rangos en contenido de glucosa que deben tenerse en cuenta

para el disefio de tratamientos ultrasénicos mas efectivos.
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Tabla 4. Parametros para modelo de inactivacidon en medio PBS modificado con glucosa.

Contenido de Glucosa (%)

Microorganismo Parametros
0,00% 8,00% 12,00% | 16,00%
SI (Shoulder length) 7,49 6,82 4,96 6,11
(min) (SE=2,25) | (SE=0,10) | (SE=0,61) | (SE=0,21)
kmax (1/min) 0,42 2,3 0,74 1,7
(SE=0,38) | (SE=0,19) | (SE=0,24) | (SE=0,39)
LOG10(N_res) (cfu/ml) -6,12 -0,92 -1,11 -1,02
Listeria monocytogenes
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,02 0,00 0,00 0,00
MSE 0,01 0,00 0,01 0,01
RMSE 0,09 0,03 0,11 0,09
R? 0,87 1,00 0,93 0,96
Sl (Shoulder length) 4,69 6,46 6,29 6,23
(min) (SE=0,4) | (SE=0,12) | (SE=0,07) | (SE=0,14)
kmax (1/min) 0,71 1,47 2,94 5,2
(SE=0,15) | (SE=0,15) | (SE=0,35) | (SE=2,16)
LOG10(N_res) (cfu/ml) -1,08 -0,69 -1,30 -2,76
Escherichia coli
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,04 0,00 0,00 0,00
MSE 0,00 0,00 0,00 0,01
RMSE 0,07 0,03 0,04 0,09
R? 0,97 0,99 1,00 1,00
SI (Shoulder length) 1,98 6,19 0,44 6,20
(min) (SE=2,27) | (SE=0,11) | (SE=2,39) | (SE=0,04)
kmax (1/min) 0,29 3,81 0,44 3,35
(SE=0,17) | (SE=0,96) | (SE=0,19) | (SE=0,21)
LOG10(N_res) (cfu/ml) -4,89 -2,07 -3,35 -1,84
Saccharomyces
cerevisiae LOG10(NO) (cfu/ml) 0,00 0,00 0,00 0,00
MSE 0,01 0,01 0,04 0,00
RMSE 0,08 0,09 0,21 0,03
R? 0,96 0,99 0,92 1,00

SL= Distancia del Hombro; Kmax= tasa de velocidad de inactivacién; Log10_Nres= poblacién residual;
Log10_No= Poblacion inicial; SE= Error estandar, MSE= Sumatoria de cuadrados y R’=coeficiente de

correlacion y ajuste.
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Figura 13. Modelos de inactivacién microbiana por ultrasonido en medio PBS modificado con
glucosa. a) Listeria monocytogenes; b) Escherichia coliy c) Saccharomyces cerevisiae.
Simbolos sélidos: Datos observados. Lineas punteadas: Modelo de Geeraerd et al. (2000)
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6.4.2 EFECTO DEL NaCl SOBRE LA CINETICA DE INACTIVACION MICROBIANA POR
ULTRASONIDO

Los parametros de inactivacion microbiana obtenidos a partir de la ecuacion de Geeraerd
et al. (2000) para los ensayos realizados con soluciones ajustadas a diferentes concentraciones de
NaCl se presentan en la Tabla 5. En la Figura 14 se presentan también los modelos obtenidos para

este caso.

Todos los modelos que se generaron presentaron un ajuste adecuado a los datos

experimentales, siendo 0,94 el valor de R*> mas bajo que se obtuvo.

Para L. monocytogenes se observd que a mayor concentracidon de sal en el medio la
velocidad de inactivacién (Kmax), se redujo, lo que sugiere que posiblemente existe un efecto
protector de este factor hacia el microorganismo y que la efectividad de los tratamientos con
ultrasonido para esta bacteria, podria potencializarse en productos con baja concentracion de sal.
Adicionalmente, al analizar el parametro del hombro (SL) no se observé una relacidn directa entre

la concentracion de sal y el tiempo requerido para iniciar una inactivacién microbiana efectiva.

La cinética de inactivacidn para Escherichia coli bajo diferentes concentraciones de NaCl,
muestra que no existe una tendencia definida entre los diferentes niveles de concentracién de
este factor y la velocidad de inactivacion microbiana (Kmax), lo que también ocurre al analizar el
parametro del hombro (SL). Asi mismo se pudo establecer que la concentracién de sal al 1,0%
generd los mejores resultados a nivel de inactivacién microbiana, presentando el mayor de los

Kmax (1,22) y el menor de las Sl (4,27).

En el caso de S. cerevisiae, se observd una tendencia casi generalizada que consiste en que
el parametro de hombro (SL) y el pardmetro de velocidad (Kmax) aumentan a medida que el
contenido de NaCl en el medio es mayor (Figura 14c). Esto sugiere que este microorganismo
podria inactivarse con mayor efectividad cuando se tratan medios con altas concentraciones de
sal. Sin embargo, el comportamiento observado a concentraciones del 1,0 % de sal no coincide con

esta tendencia.
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Estos resultados sugieren que para los tres microorganismos estudiados existen unos
rangos en contenido de sal que deben tenerse en cuenta para el disefio de tratamientos

ultrasénicos mas efectivos.

Tabla 5. Parametros para modelo de inactivacién en medio PBS modificado con NaCl.

Contenido de NaCl (%)
Microorganismo Parametros
0,00% 1,00% 4,00% 7,00%
. 7,49 0 0 1,57
Sl (Shoulder length) (min) | (. ') o) | (se=21,43) | (SE=250,28) | (SE=0,45)
kax (1/min) 0,42 0,21 0,07 0,69
(SE=0,38) (SE=0,36) (SE=0,55) | (SE=0,12)
Listeria monocytogenes | LOG10(N_res) (cfu/ml) 6,12 -5,48 -0,97 -0,88
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,02 0,00 0,00 0,01
MSE 0,01 0,03 0,00 0,00
RMSE 0,09 0,18 0,04 0,05
R? 0,87 0,91 0,97 0,98
. 4,69 4,27 0 4,44
Sl (Shoulder length) (min) | " o)) | (sg20,22) | (sE=16,89) | (5E=0,34)
kax (1/min) 0,71 1,22 0,19 0,64
(SE=0,15) (SE=0,13) (SE=0,22) | (SE=0,11)
Escherichia coli LOG10(N_res) (cfu/ml) -1,08 -1,74 -5,28 -0,85
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,04 0,00 0,00 0,00
MSE 0,00 0,01 0,01 0,00
RMSE 0,07 0,08 0,10 0,05
R? 0,97 0,99 0,97 0,98
s1 (shoulder length) (min) (55142,827) 0 (SE=2858,06) (55543,525) (SEG;SI% .
kmax (1/min) 0,29 0,06 2,27 3,35
(SE=0,17) (SE=1,76) (SE=1,07) | (SE=0,21)
Saccharomyces cerevisiae
LOG10(N_res) (cfu/ml) -4,89 -1,58 -1,55 -1,84
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,00 0,00 0,00 0,00
MSE 0,01 0,01 0,03 0,00
RMSE 0,08 0,11 0,17 0,03
R? 0,96 0,96 0,93 1,00

SL= Distancia del Hombro; Kmax= tasa de velocidad de inactivacion; SE= Error estandar; Log10_Nres=
poblacidn residual; Log10_No= Poblacién inicial; MSE= Sumatoria de cuadrados y R2=coeficiente de

correlacion y ajuste.
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Figura 14. Modelos de inactivacidon microbiana por ultrasonido en medio PBS modificado con NaCl.
a) Listeria monocytogenes; b) Escherichia coliy c) Saccharomyces cerevisiae.
Simbolos sélidos: Datos observados. Lineas punteadas: Modelo de Geeraerd et al. (2000).
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6.4.3
ULTRASONIDO

EFECTO DE LA GRASA SOBRE LA CINETICA DE INACTIVACION MICROBIANA POR

A partir de la ecuacién de Geeraerd et al. (2000) se obtuvieron los modelos de inactivacion

microbiana por ultrasonido para L. monocytogenes, E. coli y S. cerevisiae en PBS ajustado con

diferentes concentraciones de grasa (Figura 15). Asi mismo, se analizaron los parametros cinéticos

que sirvieron para explicar el comportamiento de los microorganismos en cada uno de los casos

(Tabla 6).

Tabla 6. Parametros para modelo de inactivacion en medio PBS modificado con grasa.

Contenido de Grasa (%)

Microorganismo Parametros
0,00% 5,00% 10,00% 20,00%

Sl (Shoulder length) (min) 7,49 113 4,13 5,65

(SE=2,25) | (SE=1,0) | (SE=0,31) | (SE=3,08)
kmax (1/min) 0,42 0,40 0,69 0,23

(SE=0,38) | (SE=0,08) | (SE=0,11) | (SE=0,47)
Listeria monocytogenes LOG10(N_res) (cfu/ml) -6,12 5,81 -0,83 6,26
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,02 0,01 0,00 0,05
MSE 0,01 0,00 0,00 0,01
RMSE 0,09 0,07 0,04 0,09
R? 0,87 0,99 0,98 0,84

. 4,69 1,74 2,26 0

Sl (Shoulder length) (min) | c” o 1) | (se=0,48) | (SE=0,55) | (SE=25,57)
kmax (1/min) 0,71 0,88 0,70 0,16

(SE=0,15) | (SE=0,21) | (SE=0,14) | (SE=0,25)
Escherichia coli LOG10(N_res) (cfu/ml) -1,08 -0,85 -1,07 -4,07
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,04 0,01 0,05 0,01
MSE 0,00 0,01 0,01 0,01
RMSE 0,07 0,07 0,08 0,08
R? 0,97 0,96 0,96 0,97
. 1,98 1,67 2,23 2,36

Sl (Shoulder length) (min) | o) 52) | (se=0,63) | (SE=1,90) | (sE=0,18)
kmax (1/min) 0,29 0,44 0,42 1,63

(SE=0,17) | (SE=0,06) | (SE=0,21) (SE=0,27)
Saccharomyces cerevisiae | LOG10(N_res) (cfu/mi) -4,89 6,21 -1,79 -0,54
MSE 0,01 0,00 0,02 0,00
RMSE 0,08 0,06 0,15 0,04
R? 0,96 0,99 0,92 0,98

SL= Distancia del Hombro; Kmax= tasa de velocidad de inactivacion; Logl0_Nres= poblacion residual;
Log10_No= Poblacidn inicial; MSE= Sumatoria de cuadrados y R2=coeficiente de correlacion y ajuste

-83-




En todos los casos, el R mas bajo que se obtuvo fue de 0,84, lo que indica que los modelos

que se generaron presentaron un buen ajuste a los datos experimentales.

Los modelos obtenidos para L. monocytogenes mostraron que en las soluciones ajustadas
con diferentes porcentajes de grasa, el parametro SL (distancia del hombro) aumenta a mayor
contenido de este factor (Figura 15a). Esto indica que durante los primeros minutos de
tratamiento se presenta una resistencia microbiana al ultrasonido que se incrementa cuando el
medio tiene una mayor concentracion de grasa. Probablemente esto pueda deberse a la hipdtesis
planteada por Barbosa et al. (2009) y que fue explicada en secciones anteriores, la cual propone
que las bacterias pueden ocultarse en el interior de los glébulos de grasa que fueron lisados

durante los tratamientos y protegerse de factores como el calor y la cavitacion.

Al analizar el parametro del hombro (SL) y el Kmax obtenido para E. coli, no se observé una
relacidn directa entre la concentracién de grasa y el tiempo requerido para iniciar una inactivacion
microbiana efectiva y la velocidad de inactivacion. Sin embargo, se puede decir en términos
generales que los resultados para el contenido de grasa para las dos bacterias muestran la
siguiente tendencia: a medida que aumenta la concentracion de la misma en el medio, la
velocidad de inactivacion (Kmax) disminuye (Tabla 6), sin embargo el pardmetro que representa el
hombro (SL), muestra que a mayor contenido graso, mas rapidamente procede el efecto del

ultrasonido, pero el grado de inactivacién es menor (Figuras 15ay 15b).

Por otro lado, en el caso de la levadura (Figura 15c), se observé que el nivel de inactivacion
aumenté a medida que la concentracidn de grasa fue mayor, de esta manera el mayor valor para
el Kmax se obtuvo con tratamientos de ultrasonido a soluciones con un 20,0% de grasa, mientras

gue el menor valor se presentd para tratamientos realizados a 5,0% de grasa.
Estos resultados sugieren que para los tres microorganismos estudiados existen unos

rangos en contenido de grasa que deben tenerse en cuenta para el disefio de tratamientos

ultrasénicos mas efectivos.
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Figura 15. Modelos de inactivacién microbiana por ultrasonido en medio PBS modificado con

gra

sa. a) Listeria monocytogenes; b) Escherichia coli y c) Saccharomyces cerevisiae.

Simbolos sélidos: Datos observados. Lineas punteadas: Modelo de Geeraerd et al. (2000).
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6.4.4

EFECTO DEL pH SOBRE LA CINETICA DE INACTIVACION MICROBIANA POR ULTRASONIDO

Los parametros cinéticos de inactivacidn obtenidos para L. monocytogenes, E. coli y S.

cerevisiae en PBS a pH modificado con acidos inorganicos y organicos son presentados en las

Tablas 7 y 8 respectivamente.

Tabla 7. Parametros para modelo de inactivacién en medio PBS con pH modificado.

Microorganismo Parametros PH
7,00 4,00 5,00 6,00
sl (Shoulder length) (min) | 742 0 2,25 6,5
(SE=2,25) | (SE=1534,9) | (SE=0,36) | (SE=0,21)
kmax (1/min) 0,42 0,07 0,64 1,54
(SE=0,38) | (SE=1,25) | (SE=0,08) | (SE=0,28)
Listeria monocytogenes | LOG10(N_res) (cfu/ml) -6,12 -1,26 1,12 0,75
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,02 0,00 0,01 0,00
MSE 0,01 0,00 0,00 0,00
RMSE 0,09 0,05 0,05 0,06
R? 0,87 0,99 0,99 0,97
. 4,69 0,68 2,62 0
Sl(Shoulder length) (min) | (. "o v | (sE<153) | (5E<0,55) | (SE=25,57)
kmax (1/min) 0,71 0,36 0,70 0,16
(SE=0,15) | (SE=0,13) | (SE=0,14) | (SE=0,25)
Escherichia coli LOG10(N_res) (cfu/ml) -1,08 -1,03 -1,07 -4,07
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,04 0,00 0,05 0,01
MSE 0,00 0,00 0,01 0,01
RMSE 0,07 0,06 0,08 0,08
R? 0,97 0,98 0,97 0,97
. 1,98 0 0 0
Sl (Shoulder length) (min) | ' o) 501 | (sE=0,77) | (sE=82,19) | (SE=2,11)
kmax (1/min) 0,29 0,52 0,15 0,48
(SE=0,17) | (SE=0,07) | (SE=0,42) | (SE=0,17)
Saccharomyces cerevisiae | LOG10(N_res) (cfu/ml) -4,89 -1,94 -1,20 -1,04
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,00 0,00 0,00 0,00
MSE 0,01 0,00 0,00 0,00
RMSE 0,08 0,07 0,05 0,04
R? 0,96 0,99 0,99 0,99

SL= Distancia del Hombro; Kmax= tasa de velocidad de inactivacion; SE= Error estandar; Logl0_Nres=
poblacién residual; Logl0_No= Poblacion inicial; MSE= Sumatoria de cuadrados y R’=coeficiente de

correlacion y ajuste.
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Todos los modelos que se generaron (Figuras 16 y 17) presentaron un ajuste adecuado a

los datos experimentales, siendo 0,87 el valor de R* mas bajo que se obtuvo.

Tabla 8. Parametros para modelo de inactivacién en medio PBS con pH modificado con acido

citrico.
. . . pH
Microorganismo Parametros
7,00 2,50 4,00
. 7,49 1,8 1,78
Sl (Shoulder length) (min) (SE=2,25) (SE=3,48) (SE=0,04)
. 0,42 0,23 2,27
kmax (1/min) (SE=0,38) | (SE=0,20) | (SE=0,23)
Listeria monocytogenes | LOG10(N_res) (cfu/ml) -6,12 -5,58 -1,04
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,02 0,00 0,00
MSE 0,01 0,00 0,00
RMSE 0,09 0,06 0,02
R? 0,87 0,96 1,00
. 4,69 2,43 1,95
Sl (Shoulder length) (min) (SE= 0,4) (SE=1,76) (SE=0,41)
. 0,71 0,35 0,67
kmax (1/min) (SE=0,15) | (SE=0,19) | (SE=0,12)
Escherichia coli LOG10(N_res) (cfu/ml) -1,08 -1,33 -0,77
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,04 0,00 0,00
MSE 0,00 0,01 0,00
RMSE 0,07 0,09 0,04
R? 0,97 0,95 0,98
. 1,98 3,90 0
Sl (Shoulder length) (min) (SE=2,27) (SE=0,39) (SE= 3.30)
0,29 0,59 0,25
k 1 H ’ ’ ’
max (1/min) (SE=0,17) | (SE=0,07) | (SE=0,15)
Saccharomyces cerevisiae | LOG10(N_res) (cfu/ml) -4,89 -7,10 -1,24
LOG10(NO) (cfu/ml) 0,00 0,00 0,02
MSE 0,01 0,00 0,00
RMSE 0,08 0,06 0,05
R? 0,96 0,99 0,98

SL= Distancia del Hombro; Kmax= tasa de velocidad de inactivacion; SE= Error estandar; Logl0_Nres=
poblacién residual; Logl0_No= Poblacién inicial; MSE= Sumatoria de cuadrados y R’=coeficiente de
correlacion y ajuste.
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Figura 16. Modelos de inactivacién microbiana por ultrasonido en medio PBS modificado con acido
inorganico. a) Listeria monocytogenes; b) Escherichia coli y c) Saccharomyces cerevisiae.
Simbolos sélidos: Datos observados. Lineas punteadas: Modelo de Geeraerd et al. (2000).
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Los datos obtenidos para el medio con pH modificado con acidos inorgdnicos, mostraron
para L. monocytogenes una disminucidén en el tiempo de respuesta (SL, distancia del hombro) a
medida que el pH se aproximd a la neutralidad (pH 7,0). También se encontré que una mayor
acidez en el medio generd velocidades de inactivacion menores (Kmax), lo que indica que
tratamientos ultrasdnicos a pH no acidos podrian tener un mejor efectividad para la inactivacion
de este tipo de microorganismos. Este mismo comportamiento se observé en los modelos
desarrollados para las muestras de L. monocytogenes y E. coli tratadas en soluciones ajustadas

con acidos orgénicos (Figura 17a y Tabla 8).

Por otro lado, al analizar el pardmetro del hombro (SL) y el Kmax obtenido para E. coli en
soluciones ajustadas con acidos inorgdnicos, no se observd una relacion directa entre la acidez del
medio y el tiempo requerido para iniciar una inactivacién microbiana efectiva, ni una relacion
directa entre este factor intrinseco y la velocidad de inactivacién. Se observé que a pH 7,0 tanto
para el caso de las soluciones ajustadas con acido inorganico como para las ajustadas con 4acido
organico, se obtuvieron los mejores resultados de inactivacion celular con valores de Kmax

mayores (Figuras 16by 17b).

Para la levadura, tampoco se observé una relacién directa entre la acidez del medio y el
tiempo requerido para iniciar una inactivacion microbiana efectiva, ni una relacién directa entre

este factor intrinseco y la velocidad de inactivacién (Figuras 16cy 17c).

Adicionalmente, comparando los resultados obtenidos a pH 4,0, tanto en soluciones
modificadas con 4cidos organicos como inorganicos, se encontrd que en el primer caso se generd
un mayor nivel de inactivacién que lo ocurrido al tratar soluciones ajustadas con &acidos
inorganicos, lo que sugiere también que la naturaleza de los acidos podria ejercer un efecto

significativo sobre la cinética de inactivacidn microbiana por ultrasonido.
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Figura 17. Modelos de inactivacidn microbiana por ultrasonido en medio PBS modificado con acido
citrico. a) Listeria monocytogenes; b) Escherichia coliy c) Saccharomyces cerevisiae.
Simbolos sélidos: Datos observados. Lineas punteadas: Modelo de Geeraerd et al. (2000).
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Estos resultados apuntan, como ya se menciond anteriormente, a que el tratamiento
combinado de ultrasonido con soluciones acidas puede mejorar en gran medida la efectividad del
tratamiento, tal como lo sugiere Sagong et al. (2011) en su investigacién de ultrasonido
combinado con acidos organicos para la conservacion de vegetales, sin llegar a extremos como se

evidencio con los resultados obtenidos a pH 2,5., donde no se obtuvieron buenos resultados.

En este caso también se puede decir que para los tres microorganismos estudiados existen
unos rangos de pH que deben tenerse en cuenta para el disefio de tratamientos ultrasénicos mas

efectivos.

6.5. DISCUSION FINAL

A nivel general, los modelos de inactivacidn microbiana obtenidos para los controles (PBS)
mostraron un hombro pronunciado (SL=6,99) para Listeria monocytogenes, un hombro un poco
menos marcado para Escherichia coli (SL=5,16) y un modelo que aunque posee un valor para el
parametro de distancia del hombro, muestra una inactivacién de tipo lineal para Saccharomyces

cerevisiae (SL=2,36).

De acuerdo con Mossel et al. (1995), existen posibles explicaciones para la aparicion del
hombro en la curva de inactivacion microbiana. Una de ella es que los organismos se encuentran
acumulados en grupos, y cada grupo se encuentra representado por una sola colonia, por lo que el
largo del hombro coincide con el tiempo que lleva matar un organismo en ese grupo. Otra de las
explicaciones consiste en que el hombro representa un periodo durante el cual las células tienen la
capacidad de re-sintetizarse y mueren cuando la tasa de destruccién sobrepasa la tasa de sintesis.
Lo anterior puede sugerir que existe una resistencia de los microorganismos relacionada con su
pared celular, donde las bacterias Gram-positivas son mas resistentes al ultrasonido, por lo cual
tarda mas en hacerse evidente el efecto del tratamiento. Esto concuerda con los resultados
discutidos en el numeral 6.1., en donde se menciona la hipétesis, de que las células de S. cerevisiae
por ser de mayor tamafio, son mas sensibles que las células de E. coli y L. monocytogenes que
manejan tamafios menores y donde se explican las diferencias en los niveles de inactivacion

logrados en relacidon a la naturaleza de la pared celular de cada uno de los microorganismos.
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Por otro lado, teniendo en cuenta que la tasa de inactivacién microbiana (Kmax) es uno de
los parametros mas relevantes para evaluar la efectividad de los tratamientos, se realizd un
analisis comparativo para establecer la relacidon de este pardmetro con los diferentes factores

cinéticos evaluados y para los tres microorganismos estudiados (Tabla 9 y Figura 18).

Tabla 9. Influencia de los factores intrinsecos evaluados sobre la tasa de inactivacion microbiana

(kmax)
icroorganismo .
& Listeria . g . Saccharomyces
Escherichia coli ..
- monocytogenes cerevisiae
Caracteristica
No se presentaron No se pudo establecer
A mayor . . S
.. diferencias Mayor tasa de una relacién directa
concentracion de e . L
significativas en la inactivacion entre el factory la
Glucosa: . o . L
tasa de inactivacion tasa de inactivacién
No se pudo establecer | No se pudo establecer
A mayor S S
.. una relacién directa una relacién directa Mayor tasa de
concentracion de

NaCl:

entre el factory la
tasa de inactivacion

entre el factory la
tasa de inactivacion

inactivacion

A mayor porcentaje
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Figura 18. Efecto de la composicién del medio sobre el parametro cinético kmax. a: Glucosa. b: NaCl. ¢: Grasa. d: pH y e: Acido citrico.
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En todos los casos se encontré una respuesta cepa-dependiente, ya que no se logrd
establecer una tendencia generalizada del efecto de cada uno de los factores sobre la cinética de
inactivacion microbiana. Es importante tener en cuenta también que aparentemente cada
microorganismo tiene unos rangos de glucosa, sal, grasa y pH, en los que presenta mayor
sensibilidad a los tratamientos con ultrasonido. En la Tabla 10 se presentan las mejores
condiciones seleccionadas para cada microorganismo, a las cuales el tratamiento ultrasénico fue
mas efectivo. Estas condiciones, asi como las consideraciones a las que se llegd en la Tabla 9,
pueden servir de aproximacion para el disefio e implementacidn de este tipo de tecnologias a nivel
industrial, ya que dan informacién relevante para comprender las limitaciones y los alcances del

ultrasonido en diferentes matrices alimentarias.

Tabla 10. Condiciones éptimas de tratamiento por microorganismo y propiedad intrinseca

evaluada.
Microorganismo
Listeria Saccharomyces
Escherichia coli
monocytogenes cerevisiae
Propiedad

Glucosa 8,0% 16,0% 16,0%
Nacl 7,0% 1,0% 7,0%
Grasa 10,0% 5,0% 20,0%

pH 6,0 5,0 4,0

Acido citrico (pH) 4,0 4,0 2,5
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que la efectividad de los tratamientos, asi como el
mecanismo de inactivacion por ultrasonido, se encuentran relacionados con el tipo de pared
celular de los microorganismos tratados, ya que cada uno de los microorganismos evaluados en
este trabajo (Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae), presentaron
respuestas diferentes al tratamiento ultrasdénico bajo las distintas condiciones intrinsecas

evaluadas.

Se comprobd que los tratamientos ultrasdonicos de alta intensidad aplicados, con
frecuencia de 24KHz y amplitud de 120 um, fueron efectivos para reducir significativamente la
concentracién celular de los tres microorganismos estudiados, en solucidon tampdn (PBS), siendo la
bacteria Gram-positiva (L. monocytogenes) la mas resistente a los tratamientos y la levadura (S.

cerevisiae) la mas sensible.

En todos los casos se observd que a mayor tiempo de tratamiento se obtuvieron mayores
reducciones logaritmicas en la concentracion celular de los tres microorganismos estudiados.
Adicionalmente se evidencié que después de 8,0 minutos de tratamiento la efectividad del

ultrasonido fue significativamente mayor.

Los modelos obtenidos a partir de la ecuacién de Geeraerd presentaron un buen ajuste a
los datos experimentales con un R’ minimo de 0,84. Asi mismo, los pardmetros cinéticos de
inactivacion estimados sirvieron para explicar el comportamiento de los microorganismos en cada
uno de los tratamientos aplicados. Sin embrago a pesar de los buenos ajustes, se observé en el
caso de Escherichia coli (glucosa 16%), Saccharomyces cerevisiae (glucosa 8%) y Listeria
monocytogenes (NaCl del 1%) que los valores del pardmetro cinéticos Kmax no describian
completamente los datos experimentales debido a que sobreestimaban los resultados

experimentales.
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Se comprobd que a mayor concentracion de glucosa en el medio, se presentd una menor
tasa de inactivacion para L. monocytogenes, una mayor tasa de inactivacion para E. coli y no se
pudo establecer una relacidn directa entre el factor y la tasa de inactivacidon para S. cerevisiae,

cuando se aplicaron tratamientos ultrasénicos.

Aunque no se pudo establecer una relacién directa entre la concentracidon de sal en el
medio y la tasa de inactivacidon microbiana por ultrasonido para las dos bacterias evaluadas, si se
encontré que a mayor contenido de NaCl se obtuvo una mayor tasa de inactivacidn para la

levadura.

Se evidencié que cuando se aplicaron tratamientos de ultrasonido sobre muestras con
mayor contenido de grasa, la tendencia general fue de una menor tasa de inactivacidon para las dos

bacterias y de una mayor tasa de inactivacién para la levadura.

Los tratamientos ultrasénicos sobre muestras con bajo pH presentaron mejor efectividad a
nivel de inactivacidon microbiana, siendo los medios acidos los que favorecieron la sensibilidad de

los microorganismos al efecto de los tratamientos.

En todos los casos se encontrd una respuesta cepa-dependiente, ya que no se logrd
establecer una tendencia generalizada del efecto de cada uno de los factores sobre la cinética de

inactivaciéon microbiana.

Los resultados obtenidos sugieren que cada microorganismo tiene unos rangos de glucosa,
sal, grasa y pH, en los que presenta mayor sensibilidad a los tratamientos con ultrasonido. Estos
rangos deben ser tenidos en cuenta para el disefio e implementacién de esta tecnologia a nivel

industrial.

Aunque no se presentd una tendencia clara en los resultados de inactivacion de los
microorganismos frente a los factores intrinsecos del medio, si es claro que estos factores ejercen
un efecto significativo sobre la cinética de inactivacién microbiana por ultrasonido y son

determinantes para la efectividad de los tratamientos.
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El ultrasonido de alta intensidad podria implementarse a nivel industrial, como una
alternativa diferente a las tecnologias convencionales, o como complemento a las mismas, para la
reduccion de carga microbiana, cuya aplicacién podria extrapolarse a diferentes tipos de

productos.
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8. RECOMENDACIONES

Es de gran importancia estudiar mds a fondo el efecto de estos factores sobre la
efectividad de los tratamientos ultrasonicos, no solo de manera individual, sino también sus
interacciones, para lograr un acercamiento mds real a lo que ocurre a nivel de la industria

alimentaria.

Se recomienda validar estos resultados en diferentes matrices alimentarias, para poder
establecer la respuesta de los microorganismos al tratamiento ultrasonico bajo condiciones mas

complejas.

Asi mismo se recomienda estudiar la efectividad de los tratamientos de ultrasonido sobre
la inactivacidon de mas tipos de microorganismos, asi como de consorcios microbianos, que es lo

gue normalmente se encuentra en los productos alimenticios.

Es relevante realizar ensayos que evallen el posible dafio subletal que podria generar el
ultrasonido de alta intensidad, porque hasta el momento no se han encontrado reportes que
hagan referencia a este tema, y esta informacion permitiria una implementacién mas segura de

esta tecnologia nivel industrial.

Entonces, si una empresa o estd interesada en hacer innovaciones en tecnologias de
procesamiento como el ultrasonido de alta intensidad, la implementacién de esta tecnologia a
nivel industrial requiere estudiar ampliamente las caracteristicas fisicoquimicas de cada matriz
alimentaria y debe realizarse un andlisis particular que potencie y optimice su uso, que defina sus
limites y alcances, en el cual se tengan en cuenta consideraciones de costo, soporte técnico y otras

variables importantes en un proceso tecnolégico.

La necesidad de implementar tecnologias competitivas en los mercados internacionales
para la producciéon de alimentos inocuos y de caracteristicas organolépticas naturales, debe
desencadenar la ejecucion de politicas y acciones concretas por parte de los entes oficiales y

privados ademds de un aseguramiento en la calidad de las mismas, por tanto se recomiendan
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estudios acerca de efectos secundarios (sobre propiedades sensoriales y nutricionales)

tratamientos que involucren nuevas tecnologias, como el ultrasonido de alta intensidad.
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ANEXOS

ANEXO 1. FICHA TECNICA DEL PBS (PHOSPHATE BUFFERED SALINE)

PHOSPHATE BUFFERED SALINE TABLET, TRUMEASURE
CHEMICAL

Composicidn/Informacién sobre los Ingredientes

Ingrediente Nombre N° CAS PorcentajeSARA 313
PHOSPHATE BUFFER None No
POTASSIUM CHLORIDE T447-40-7 0.02 No
SODIUM CHLORIDE T647-14-5 0.8 No

EXPOSICION ORAL: En caso de ingestidn, lavar la boca con agua si el sujeto esta consciente. Llamar
al médico.

INHALACION: En caso de inhalacién, sacar al sujeto al aire libre. Si tiene dificultad para respirar,
llamar al médico.

EXPOSICION DERMICA: En caso de contacto, lavar inmediatamente la piel con jabén y abundante
cantidad de agua.

EXPOSICION OCULAR: En caso de contacto con los ojos, enjuagar con abundante cantidad de agua
durante 15 minutos por lo menos. Separar los parpados con los dedos para asegurar el buen
enjuague de los ojos. Llamar al médico.

PROCEDIMIENTO(S) DE PRECAUCION PERSONAL: Deben adoptarse las debidas precauciones para

minimizar el contacto con la piel o los ojos y evitar la inhalacién del polvo.

METODOS DE LIMPIEZA: Barrer, meter en una bolsa y conservar para su posterior eliminacién.
Evitar el levantamiento de polvo. Ventilar el local y lavar el lugar donde se haya derramado el
producto una vez

retirado por completo.

INSTRUCCIONES DE MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

MANIPULACION: Exposicién del Usuario: Evitar la inhalacidn. Evitar el contacto con los ojos, la
piel o la ropa. Evitar la exposicion prolongada o repetida.
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ALMACENAMIENTO ADECUADO: Mantener herméticamente cerrado.

MEDIDAS GENERALES DE HIGIENE: Lavarse cuidadosamente después de la manipulacidn

PROPIEDADES FiSICO/QUIMICAS

Aspecto Estado Fisico: Sélido
Propiedad Valor A Temperatura o Presion
pH7.2-7.625°C

ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD
ESTABILIDAD
Estable: Estable.
Materiales a Evitar: Agentes extremadamente oxidantes, Acidos fuertes.

SIGNOS Y SINTOMAS DE LA EXPOSICION

Segln nuestras informaciones, creemos que no se han investigado adecuadamente las

propiedades quimicas, fisicas y toxicoldgicas.

METODO ADECUADO PARA EL DESECHO DE LA SUSTANCIA O PREPARADO

Para la eliminacion de este producto, dirigirse a un servicio profesional autorizado. Disolver o
mezclar el producto con un solvente combustible y quemarlo en un incinerador apto para
productos quimicos provisto de postquemador y lavador. Observar todos los reglamentos

estatales y locales sobre la proteccion del medio ambiente.

GARANTIA

La informacién indicada arriba se considera correcta pero no pretende ser exhaustiva y debera
utilizarse Unicamente como orientacién. Sigma-Aldrich Inc., no responderd por ningln dafio

resultante de la manipulacién o contacto con el producto indicado arriba.
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ANEXO 2. ENSAYO DE VIABILIDAD DE LOS MICROORGANISMOS BAJO DIFERENTES FACTORES
INTRINSECOS

Para estudiar el efecto de los factores intrinsecos sobre la cinética de inactivacién microbiana por
ultrasonido, inicialmente se evalué la viabilidad de los tres microorganismos (L. monocytogenes,
E. coliy S. cerevisiae) sobre los diferentes tipos de sustrato, para verificar que dichos factores no
tuvieran un efecto inhibitorio directo antes de los tratamientos con ultrasonido. Para esto,
poblaciones microbianas de aproximadamente 10’ UFC/ml se inocularon sobre las diferentes
soluciones preparadas en PBS, y posteriormente se incubaron durante 24 horas a 37,0°C
(bacterias) y durante 48 horas a 25°C (levadura). Recuentos en placa sobre agar tripticasa de soya
(TSA), sirvieron para determinar la viabilidad de las cepas. En total se realizaron tres ensayos
diferentes cada uno con tres réplicas. Los datos experimentales se analizaron mediante ANOVA

(P<0.05) con el programa estadistico SPSS (version 13.0, SSPS Inc, Chicago).

Los resultados obtenidos a partir de este ensayo demostraron que no existen diferencias
significativas (a=0,05) entre los factores intrinsecos evaluados y la viabilidad de las cepas (Figura
19). Se determind que los tres microorganismos en estudio no se afectaron con las cuatro
concentraciones de glucosa analizadas (0,0%, 8,0%, 12,0% y 16,0%) y se mantuvieron viables
después de 24 horas de incubacidn. Los ensayos realizados con NaCl, proteina, grasa y pH

mostraron los mismos resultados descritos anteriormente.

Se concluyd que no existen diferencias significativas entre la concentracidén celular de las cepas
(UFC/mL) obtenidas en los diferentes niveles de cada factor y el control utilizado en la
experimentacion (solucién tampdn. Esto demuestra que los diferentes niveles seleccionados para
cada factor intrinseco (glucosa, NaCl, proteina, grasa, pH) pueden evaluarse con confiabilidad
durante los tratamientos con ultrasonido. De esta manera, los resultados de inactivacién que se

obtengan con los tratamientos ultrasénicos, no serdn debidos al efecto inhibidor del medio.
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ANEXO 2. ENSAYO DE VIABILIDAD DE LOS MICROORGANISMOS BAJO DIFERENTES FACTORES INTRINSECOS
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Figura 19. Evaluacion de la viabilidad microbiana frente a diferentes factores intrinsecos. En rojo: L. monocytogenes. En verde: E. coli. En azul: S.
cerevisiae. Se evalud la viabilidad de las tres cepas frente a diferentes niveles de glucosa (a), NaCl (b), grasa(c), pH ajustado con acido clorhidrico
(d) y pH ajustado con acido citrico (e) .
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ANEXO 3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS PARA LA SELECCION DE CONDICIONES DE
TRATAMIENTO ULTRASONICO

Microtip: 22mm
Potencia: 400 w
Frecuencia: 24KHz
Amplitud: 120 um

(Barbosa-Canovas et al., 2008)

Microtip de 22mm

Frecuencia: 24KHz

Potencia: 400 w

(Barbosa-Canovas et al., 2009) Amplitud y potencia: 40 um y 0.86 W/cm?
Amplitud y potencia: 72 umy 1.71 W/cm?
Amplitud y potencia: 108 pmy 2.57 W/cm?
Amplitud y potencia: 120 pm y 2.85 W/cm?
Tiempo: 30 minutos

Frecuencia: 20 KHz

100% de potencia

Potencia acustica: 150 W
Intensidad Acustica: 118 W/cm?
Temperatura 20°C

Tiempo: 18 min

(D’Amico et al., 2006)

Microtip: 13mm

Frecuencia: 20KHz

(Guerrero et al., 2001) Amplitud: 71.4(60%), 83.3(70%), 95.2 (80%),
107.10 (90%) um

Temperatura: 55°C

Microtip: 13mm
Frecuencia: 20KHz

(Lee et al., 2009) 4 minutos de tratamiento
Temperatura 61°C
Amplitud: 124 um

Microtip:22mm

Frecuencia: 24KHz

Amplitud: 117 um

(Noci et al., 2009) Potencia Acustica: 85 W/cm?
Potencia: 400Wmuestras de 21mL
Tiempo: 2 minutos
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(Patil et al., 2009)

Microtip:13mm
Frecuencia: 20KHz
Amplitud: 0.4, 7.5, 37.5 um
5s on 5s off

Tiempo: 15 minutos

(Tiwari et al., 2008)

Microtip: 19mm

Frecuencia: 20KHz

Amplitudes: 40,50,70,90 y 100%
Tiempos: 2,4,6,8 y 10 minutos
5sony5soff

(Tiwari et al., 2010)

Microtip: 19mm
Frecuencia: 20KHz
Amplitudes: 24.4-61 um
Tiempos: 2-10 minutos
5sony5s off

Flujo de 0.5L/min

(Villamiel et al., 2000)

Microtip: 12.7mm
Frecuencia: 20KHz
Amplitudes: 120 um
Tiempos: 2-10 minutos
5sony5soff

Flujo de 0.5L/min

(Villamiel et al., 2000)

Microtip: 12.7mm
Frecuencia: 20KHz
Amplitudes: 120 um
Potencia: 150W
19mL Leche

(Gomez-Ldpez et al., 2010)

Microtip: 13mm

Frecuencia: 20KHz

Potencia: 500W

Amplitudes: 59.5 um (50%), 71.4 um (60%),
89.25um (75%)

Tiempos: 2,4,6,8 y 10 minutos

80mL en Beaker de 100mL

(Valdramidis et al., 2010)

Microtip: 19mm

Frecuencia: 20KHz

Potencia: 500W

Amplitudes: 24.4 um , 42.7 um, 61um
Tiempos: 2,4,6,8 y 10 minutos
5sony5soff

Jugos 80mL en Beaker de 100MlI
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ANEXO 4. SOCIALIZACION Y PUBLICACION DE ALGUNOS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN
EL PROYECTO.

ClBlA 3 = i.!nv-lullrlnln“rr‘uvamon s LIMA { 2011

Lima, 13 de Junio del 2011

Estimados Sres:

Angélica Mejia, Catalina Aguilar y Bernadette Klotz

Presente.-

En relacidn a su trabajo de investigacion presentado al VIl Congreso Iberoamericano de
Ingenieria de Alimentos, el Comité Cientifico Internacional ha determinado lo siguiente:

Titulo : Efecto de propiedades intrinsecas del medio sobre la cinéfica de

inactivacion microbiana por ultrasonido de alta intensidad.

Caodigo : MT-019

Sesion : Musvas tecnologias en Ingenieria de Alimentos
Calificacion : Aceptado

Modalidad Oral

Aprovechamos la opertunidad pare recordarle que la fecha limite para la entrega del
articulo completo es el 15 de Agosto del 2011, el cual debera ser enviado en archivo
digital formato MS Word con el nombre del cédige respectivo, y de acuerdo a las normas
que se encuentren en la pagina web del CIBIA &.

Muy atentamente,
{l

4

"
Fernando Vargas, Ph.D.
Coordinador Comision Cientifica
CIBIA 8

VIII Congreso Iberoamericanc de Ingenieria de Alimentos - CIBIA 8
Facultad de Industrias Alimentarias - Universidad Nacional Agraria la Molina
Tele fan: +511 3495764 — Av. La Molina s/n - la Molina, Lima, Peri
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EXPERIENCIAS EN LA APLICACION DE TRATAMIENTOS CON ULTRASONIDO DE ALTA
INTENSIDAD PARA REDUCCION DE CARGA MICROBIANA EN ALIMENTOS

Catalina Aguilar, Mauricio Combariza, Angélica Mejia, Juan M. Camila, Marfa X.
Maldonado, Liliana Parada. Juan D. Ramirez, Oscar Sinchez, Ana M. Fernindez, Javier
Meld, Gerardo Gonzilez, Fredy Carvajal y Bernadette Klotz'

Facultad de Ingenieria, Universidad de La Sabana, Chia, Colombia.
! bernadette klotz @ unisabana.cdu.co

RESUMEN

Actualmente el reto para la industria de alimentos es el desarrollo de productos que ademds
de inocuos, conserven sus caracteristicas naturales, con todo su valor nutricional. que sean
de ficil preparacién y de larga vida util. Dichas demandas han generado la necesidad de
implementar procesos industriales que involucren las llamadas nuevas tecnologias de
procesamiento, entras las cuales, el ultrasonido de alta intensidad (UAT), se perfila como un
proceso promisorio para reducir la carga microbiana y extender la vida atil de alimentos
perecederos sin afectar significativamente sus propiedades fisicoguimicas y nutricionales, a
diferencia de los tratamientos térmicos convencionales que si producen estos cambios
indeseados en los alimentos. El grupo de investigacién en Procesos Agroindustriales de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad de La Sabana. lleva mds de seis afios estudiando
esta tecnologia para la conservacion de diferentes tipos de alimentos. Dentro de los
resultados mds relevantes obtenidos con los tratamientos de UAI se encuentran: (1)
reducciones de mds de 1.0 ciclo logaritmico en la carga de coliformes totales en cdrnicos
crudos; (2) reduccidon de mis de 4.0 ciclos logaritmicos en la concentracién de Listeria
monocytogenes y Escherichia coli en leche entera, descremada y semidescremada: (3)
disminucidén en la concentracion de levaduras en medios estindar (buffer de fosfato) en mis
de 1.0 ciclo log: (4) ausencia de dafo subletal en tratamientos con bafo y sonda de
ultrasonido a 10 minutos de tratamiento y frecuencias de 25kHz y 35kHz. Durante este
tiempo se ha logrado la publicacion de articulos cientificos en revistas indexadas, el
desarrollo de numerosas tesis de pregrado y maestria, la presentacidn de resultados en
congresos internacionales, premios en ciencia e innovacion, vinculacién de empresas de
alimentos a los procesos investigativos y el registro de una patente de invencion en asocio
con el sector privado.

Palabras clave: Conservacién de alimentos, nuevas tecnologias de procesamiento de
alimentos, ultrasonido de alta intensidad.
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