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INTRODUCCION

1. Ultrasonido (US)

El proceso mas utilizado en la conservacion de extos se basa en la
aplicacion de temperaturas elevadas durante unrndetelo periodo de tiempo
(pasterizacion y esterilizacién). La eficacia datamiento térmico depende tanto de la
temperatura como del tiempo de aplicacion del midgmla mayoria de los casos, el
conocimiento que se tiene sobre las variables yrales del proceso proviene de la
investigacion empirica del efecto de la temperayudlal tiempo de exposicion sobre la
cinética de supervivencia microbiana, pero sin spi@aya tenido en cuenta los efectos
que tienen los tratamientos térmicos sobre la @dligutricional y la estructura de los
alimentos (Dolatowski y col., 2007; Kuldiloke, 2002

El tratamiento térmico a altas temperaturas destrayios microorganismos
vegetativos y a la mayoria de las esporas, afectarsdis componentes celulares y a sus
estructuras biolégicas. Sin embargo, la intensidatl tratamiento, el tiempo y la
temperatura empleados es proporcional a la cantitagérdida de nutrientes, al
desarrollo de sabores indeseables, al deteriorasd@ropiedades funcionales de los
alimentos (Dolatowski y col., 2007), a los efectnsgativos causados por la
deformacion de las estructuras de plantas y ananaée la modificacion de
macromoléculas y a la produccion de nuevas susinai partir de reacciones

catalizadas por el calor (Dolatowski y col., 20Rud]diloke, 2002).

Actualmente existe un gran interés industrial emedarrollo de tratamientos
minimos de conservacion, que podrian reemplazas aniétodos que emplean calor
intenso. Estos tratamientos minimos, destinadasomirol microbiano, no afectarian
negativamente a los atributos de calidad, comosstwor, olor, color, textura y valor
nutricional, ademas no necesitarian usar aditivoso® usarian a muy baja
concentracion. Los tratamientos minimos se apdoasa productos de vida util corta,
como frutas y hortalizas frescas, zumos, alimeméfsgerados y platos preparados

estables, tales como carnes y verduras cocidas.

El tratamiento ultrasénico es una de estas tecfadogmergentes que podrian
ser una alternativa al tratamiento térmico intehss. efectos beneficiosos del uso del
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US se deben a sus efectos quimicos, mecanicosasfisn el proceso o en el producto
(Kuldiloke, 2002). EI mecanismo de accion del USasebuye a varias acciones
mecanicas y quimicas causadas por la cavitaciée, imgluyen puntos localizados
calientes, formacion de ondas de choque, micraaues y chorros de liquido, asi como
la produccion de especies quimicas que tambiéertiemm impacto en la cinética del
proceso y en los atributos de calidad de los alioserfFeng y col. 2008). Estos
mecanismos de accion permiten emplear la capadeladS de dafar las células para
los nuevos tratamientos combinados de conservagi@permitiran ademas reducir la
pérdida de calidad sensorial y nutricional de lomentos causada por los tratamientos

térmicos tradicionales (Kuldiloke, 2002).

El US se refiere a ondas de sonido cuya frecuesscigual o superior a 20 kHz
(Piyasena y col., 2003), y dentro del intervalofr@euencia de 20 a 100 kHz tiene la
capacidad de causar la cavitacion, fendmeno quaeseribe como rapida creacion,
crecimiento y ruptura abrupta de burbujas, queyed temperaturas (hasta 5.500°C) y
presiones (hasta 5 MPa) localizadas extremadanadtai® que alteran las estructuras
celulares y causan finalmente la muerte microbidre. energia liberada por la
cavitacion depende de la tension superficial; pdahto, los alimentos con alta tension
superficial, como los zumos de frutas, son excetecandidatos para ser procesados por
la tecnologia ultrasénica (Chandrapala y col., 2@#mat y col., 2011; Mason, 1998;
Mason y col., 1996; Piyasena y col., 2003; Sonélkamiel, 2010). Se ha sugerido que
el US podria ser mas eficaz en la inactivaciornodenicroorganismos cuando se utiliza
en combinacién con otros factores de estrés emfogee multifactorial, tales como
calor moderado, valores de pH extremos, cloracifm adicion de conservantes
(Guerrero y col., 2001a; McClements, 1995). Tamibign sido investigados los efectos
combinados del US y la temperatura (termosonicacidi§), la presion
(manosonicacion, MS) y la temperatura con presidianptermosonicacion, MTS)
(Guerrero y col., 2001a; Garcia y col., 1989; Leeol, 2009; Raso y col., 1998a;
1998b). Especificamente, la sensibilidad de laslaglmicrobianas a la accion del US
en combinacion con temperaturas moderadas, ladadig conservantes (sintéticos y/o
naturales) y el control de pH han sido ensayadesil@qua y col., 2013; Bevilacqua y
col., 2014; Gastélum y col., 2012; Lopez-Malo y.c@005a, 2005b). Los estudios
realizados hasta la fecha han demostrado que ikteresa de las diferentes especies

microbianas al US difiere ampliamente, en particuts microorganismos esporulados
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son mucho mas resistentes que los hongos y éstoaa&oresistentes en general que las

bacterias vegetativas (Guerrero y col., 2001a).

1.1. Teoria y fundamentos del US

En general, las ondas se clasifican en cuatro @assg diferentes (ondas
longitudinales/de compresion, ondas transversileaf wavesondas de superficie/de
Rayleigh y ondas placa/de Lamb) en funcion del maelgibracion de la particula en el
medio, con respecto a la direccién de propagaceitas ondas iniciales (Wu y col.,
2013). El sonido es una onda mecanica longitudifigura 1) que se propaga a traves
de la mayoria de los materiales (aire, agua) €edc un movimiento armonico

(alrededor de una posicién de equilibrio) a sustewdbs.

Amplitud
Longitud de onda

—~

>

Tiempo

Periodo

Figura 1. Onda mecanica longitudinal

Los parametros que caracterizan a las ondas sosmmg§arcia Pérez, 2007):

Velocidad acustica (¢, m/s9s la velocidad de propagacion de la onda, gperdie del

material donde se propaga, y puede verse afecdaapables ambientales como la
temperatura y presion.

Longitud de ondaX, en m o cnt) es la distancia entre dos planos en los que las

particulas se encuentran en el mismo estado dacidior. Se determina a partir de la

velocidad de la onda y la frecuencia.

Frecuencia (f, Hz)es el numero de vibraciones o ciclos completpdoda onda en una

unidad de tiempo. Al inverso de la frecuencia séeleomina periodo y se define como

el tiempo necesario para que la onda realice Uo.cic
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Amplitud de onda (A, m)es el maximo desplazamiento de la particula désde

posicion de equilibrio. Cuanto mayor sea este valas fuerte sera la sensacion del

sonido percibido.

Presién acustica (PA, Nfn es la presion existente en las diversas zonamaierial.

Esta presion sera mayor que la normal en las zimaentraccion de particulas y menor
en las zonas dilatadas, por lo que la presion igalss alterna. La desviacion maxima
en relacion a la normal se denomina amplitud darésion acustica y esta relacionada

con la amplitud de oscilacion de la onda.

Intensidad acustica (I, WAn es la energia media transmitida a través de idadrde

area perpendicular a la direccion de propagaciola @eda por unidad de tiempo. La

intensidad acustica es proporcional al cuadradare&on acustica maxima.

Densidad de energia (E, JJmAl propagarse una onda, se transmite energiageee

ser disipada en forma de calor debido al trabagbzado al desplazar las particulas en
un medio sujeto a fuerzas contrarias al desplazamie las mismas. La densidad de
energia puede expresarse como el cociente eritretesidad acustica y la velocidad de

propagacion de la onda.

Potencia acustica (P, Wgs la energia total irradiada por la fuente sdiréca por

unidad de tiempo. Se puede calcular a partir detémsidad acustica y del area de la

superficie radiante.

Atenuacion En la propagacion de la onda por un medio, lansilad de la onda

disminuye al aumentar la distancia a la fuentelgygoduce. La atenuacion puede ser
consecuencia de la reflexion, la dispersion o leackion de la onda durante su
propagaciéon, o como consecuencia de la convergirade de la energia cinética de la
onda en calor. La atenuacion es mas importanteogoef aumenta la frecuencia de la

onda.

La clasificacion del sonido en funcion de la frewuia (Figura 2) de la onda de

sonido seria;
Subsonidosfrecuencia entre 0-20 Hz

Rango humano de audicidinecuencia entre 20 Hz-20 kHz.

US de alta potencidrecuencia entre 20 kHz y 100 kHz
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US de baja potencifrecuencia comprendida entre 100 kHz y 2 MHz

US de diagnésticdrecuencia entre 5 MHz y 10 MHz.

0 10 1102 1{0-" 1|04 10° 10° 107
]
[ | | N
Subsonidos 0-20 Hz
Rango humano de audicién 20 Hz -20 kHz.

20 kHz-100 kHz

=

US de baja potencia 100 kHz-2 MHz

US de alta potencia | tl" l

US de diagnéstico w 5 MHz-10 MHz
N

Figura 2. Intervalos de frecuencia de sonido (Tomaxl
de Mason, 1998)

El término “ultrasonido” designa aquellas ondasosas con una frecuencia
superior a 20 kHz (Figura 2), la maxima que elofdimano es capaz de percibir
(Dolatowski y col., 2007). Las ondas ultrasonicéendn todas las propiedades

caracteristicas de las ondas mecanicas longitedirsanoras.

1.1. Clasificacion de las aplicaciones del US

Para la clasificacion de las aplicaciones del U8bld 1), el criterio mas
importante es la cantidad de energia del camponid®sgenerado, caracterizado por la
potencia acustica (W), la intensidad del sonidon(f)/o la densidad de energia del
sonido (W/nf) (Dolatowski y col., 2007). Basado en el rango foecuencia, las
aplicaciones del US en la industria alimentaripseden dividir en baja y alta energia.
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Tabla 1. Aplicaciones del ultrasonido segun la poteia de la onda

ultrasonica.

Frecuencia Potencia Aplicaciones
Bajaenergia >100kHz <1 Wi/cnf Ensayos de materiales, diagndstico médico
Baja potencia (alta) (baja)
Alta energia <100 kHz >1Wi/cnt Desintegracion celular, homogeneizacion
Alta potencia (baja) (alta)

Las aplicaciones del US de baja energia (baja pietebaja intensidad, alta
frecuencia, US de diagndstico) implican el usoréeudencias mayores de 100 kHz (2—
20MHz) a intensidades por debajo de 1 W/¢t1-1 W/cm). Sin embargo, el US de
alta energia (alta potencia, alta intensidad, lgauencia, US de potencia) utiliza
intensidades superiores a 1 W#c(h0-1.000 Wi/crf) a frecuencias entre 20 y100 kHz
(Awad y col.,, 2012; Feng y col.,, 2008; Kuldilokep@2; Mason y col., 1996;
McClements, 1995; Tiwari y Mason, 2012; Wu y ca013).

1.2. Las aplicaciones del US

La diferencia principal entre las aplicacionesld8lde baja y alta intensidad es el nivel
de potencia utilizado. El disefio de los transdestaltrasonicos utilizados para generar
ondas ultrasénicas de alta intensidad suele serdifiergnte de la de los que se utilizan

para las aplicaciones del ultrasonido de baja sl (McClements, 1995).

1.2.1. Las aplicaciones del US de baja intensidad (USatgmdstico)

A bajas intensidades (baja potencia, baja eneaitafrecuencia), los valores de
potencia son tan pequefios que la onda ultrasoricaansa alteraciones fisicas o
quimicas en las propiedades del material a tragesudl pasa la onda, es decir, no es
destructivo (McClements, 1995; Feng y col., 2008).

El US de baja intensidad se utiliza para el argahisi invasivo y el seguimiento
de los diversos materiales alimenticios duranf@tesamiento y almacenamiento para
garantizar la calidad y seguridad (Awad y col., 208eng y col., 2008). El US tiene
ventajas sobre otras técnicas analiticas tradil@er@orque las mediciones son rapidas,
no destructivas, precisas, totalmente automatizagaeden llevarse a cabo tanto en un
laboratorio como en linea (Dolatowski y col. 2007).
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Aplicado como técnica analitica, el US de baja nsigad proporciona
informacion sobre las propiedades fisico-quimicaslak alimentos, como son la
composicion, la estructura, el estado fisico ydieidad de flujo (Dolatowski y col.,
2007; McClements, 1995). También se utiliza paraositrol de calidad de verduras
frescas y frutas, tanto en pre- y post- cosechaquieso durante el procesamiento, de
los aceites de cocina comerciales, del pan, dectwsales y de los productos
alimenticios a base de grasa emulsionada, asi d®mios geles alimenticios y los
alimentos congelados. Otras aplicaciones inclugeteteccidon de la adulteracion de la
miel y la evaluacion del estado de agregaciontaiehiio y del tipo de proteina (Awad
y col., 2012).

1.2.2. Las aplicaciones del US de alta intensidad (USalleneia)

El US de alta intensidad (alta potencia, alta daerpaja frecuencia) es
destructivo. Los efectos que produce sobre las igulades fisicas, mecanicas o
quimicas/bioquimicas de los alimentos son inducigos la generacion de intensos
gradientes de presion, de cizallamientos y de ttaperaturas en el medio en el que se
propagan las ondas ultrasénicas (Dolatowski y 2007; McClements, 1995). Estos
efectos del US se utilizan para modificar las prdptdes fisicoquimicas y mejorar la
calidad de los alimentos durante su procesamigkt@d y col., 2012; Mason y col.,
2011).

El US de alta intensidad se puede aplicar usanfiosbde sonicacion o sondas
ultrasonicas de inmersion de diferentes longitud&snetros y geometrias de la punta

en funcion de las aplicaciones (Awad y col., 2012).

Hay un gran numero de posibles aplicaciones deld&/&ilta intensidad en la
industria alimentaria. Entre ellas destaca la maptoelular, la desgasificacion de
liquidos, la limpieza, la homogeneizacién de enonlss y la dispersion de materiales
agregados (Dolatowski y col. 2007; McClements, )98%atre las aplicaciones del US
se puede destacar la pasterizacion (Figura 3) lparaal se requieren niveles altos de

energia.
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Energia (kW)

Extraccion

Desgasificacion

Tasa de flujo (L/h)

Figura 3. Relacion generalizada de la tasa de flujo
(L/h) frente la energia (kW) para varias aplicacioms ultrasénicas
(Tomado de Patist y Bates, 2008).

Su efecto mecanico se ha utilizado como alternaivdas operaciones
convencionales de procesamiento de alimentos paraxiraccion de sabores, la
desgasificacion, como antiespumante y emulsionamara los procesos de
cristalizacion, como modificador de la microestunaty de la textura, y para facilitar la
extraccion de diversos componentes bioactivos gelimnentos (Awad y col., 2012;
Dolatowski y col. 2007; Higaki y col., 2001; McClents, 1995). En medicina, el
ultrasonido de alta intensidad que utiliza transohes en forma de lente se utiliza para

destruir y extirpar el tejido enfermo (Awad y c@Q12).

Sus efectos quimicos y bioquimicos son herramiergfisaces para la
esterilizacion de equipos, la prevencion de laamimacion por bacterias patdogenas de
las superficies donde se procesan los alimentadintenacion de biofilms bacterianos,
la inactivacion o aceleracion de la actividad erdtioa para mejorar la vida atil y la
calidad de los alimentos, la inactivacion microhignla promocion de reacciones de
oxidacion (Awad y col., 2012; Baumann y col., 20@latowski y col. 2007;
McClements, 1995).

1.3. Mecanismo de accion del US de alta potencia: caviiédn acustica

Durante el proceso de sonicacién, las ondas mexsatoogitudinales se crean
cuando una onda sonora se encuentra con un mediddj formando asi regiones

alternas de compresion y expansion (rarefaccioscatepresion) (Dolatowski y col.,
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2007). Los ciclos de compresion ejercen una prgsi@itiva y atraen, juntando entre si,
a las moléculas del liquido, mientras que los sice expansion ejercen una presion
negativa y separan a las moléculas (Vajnhand! yebtaal, 2005; Wu y col., 2013).
Cuando la amplitud de la presién es superior adsstencia de la traccién de liquido en
las regiones de expansion (descompresion), se fopequeiias cavidades llenas de
vapor, son las llamadas burbujas de cavitacion {CRB812; Wu y col., 2013). La
formacion, el crecimiento y la implosion en un It de estas cavidades llenas de
gas/vapor se llama cavitacién (Figura 4) (Awad ly, @D12; Feng y col., 2008; Tiwari
y Mason, 2012).

Sentido de propagacion de la onda mecanica de ultrasonido

AC‘jSﬁca . - . .

Rarefaccion
—

Compresion

Compresion 1 ciclo

Presion maxj

Presion minima

Descompresion Descompresion LR

TR Y 1T

Figura 4. Cavitacién ultrasénica (Soria y Villamiel
2010).

El fendbmeno de cavitacién consiste en la repetidéntres etapas distintas:
formacion (nucleacion) de la burbuja, crecimierdpido (expansion) durante los ciclos
hasta alcanzar un tamafo critico, y el colapsaemiol en el liquido (Pang y col. 2011).
Las burbujas de cavitacion tienen un area supaffioas grande durante el ciclo de
expansion, aumentando la difusién del gas y haoigne la burbuja se expanda. Tanto
en el campo acustico de baja o de alta intensidiaa,vez que una burbuja/cavidad
experimenta un rapido crecimiento y ya no pode resola energia de manera
eficiente, el liqguido se precipitara (apresurarad k cavidad vy, finalmente,

implosionard. Se alcanza un punto donde la energiasonica suministrada no es
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suficiente para retener la fase de vapor en etiamtele la burbuja; por lo tanto, se
produce la condensacion rapidamente. Las molécwlasdensadas chocan
violentamente, creando ondas de choque. Al colapada una de las burbujas actuara
como un punto caliente, generando energia parardgama temperatura y presion hasta
5.500°C y 50 MPa, respectivamente, con rapidascidzldes de enfriamiento de 109
°K/s. Estas burbujas colapsantes crean un mecanisusval para las reacciones
quimicas de alta energia debido a las altas temopasay presiones locales (Tiwari y
Mason, 2012; Wu y col., 2013). La cavitacion pradagermite concentrar la energia
difusa del sonido y también provocar la apariciénrdcrocorrientes capaces de mejorar
la transferencia de calor y de masa (Dolatowskoly, 007; Jayasooriya y col. 2004,
Tiwari y Mason, 2012; Zheng y Sun, 2006). La caida también puede mejorar la
transferencia de calor por conveccion y generaxfdosion de la burbuja, produciendo
lo que se conoce como punto local caliente que gowadisar la destruccion de los

microorganismos y de las enzimas (Kuldiloke, 2002).

La capacidad del US para provocar la cavitaciéredde de las caracteristicas
del tratamiento ultrasénico (frecuencia, intensjdamhergia, presion, velocidad,
temperatura), las propiedades del producto (videdsitension superficial) y las
condiciones ambientales (temperatura, presion) (Ayaol., 2012; Dolatowski y col.,

2007). En concreto, el papel de estos factorea eavitacion es:

a) frecuencia: a mayor frecuencia, menor es elgeedado a la burbuja para que
crezca y afecte al sistema, por lo que el efectia @avitacion es menor. La intensidad
del US requerida para causar la cavitacion aumeatablemente con frecuencias

superiores a 100 kHz;

b) viscosidad: cuanto mas viscoso es un liquidonames el efecto de la

cavitacion;

c) temperatura: cuanto mayor es la temperaturaavéacion tiene lugar para

intensidades acusticas menores;

d) presion externa: el aumento de este factor mewma mayor violencia en la

colision de las burbujas;

e) intensidad: en general, a mayor intensidadadtiga, mayor es el efecto de

este fendbmeno.
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1.3.1. Clasificacion de la cavitacidn acustica

Hay dos tipos de cavitacion, cavitacion transitoridga estable (Feng y col.,
2008; Wu vy col., 2013). En la cavitacion transapnina burbuja o cavidad sélo dura
varios ciclos acusticos antes de colapsar, miegtrasina burbuja de cavitacién estable
se quedaria en un liquido durante decenas o inclastos de ciclos acusticos (Feng y
col., 2008; Tiwari y Mason, 2012). Sin embargogcéaitacion estable podria llevar a
convertirse en cavitacion transitoria y viceversajithandl y Marechal 2005; Wu y
col., 2013).

Cuando se introduce un campo acustico de altasitad (US de alta energia,
alta potencia, US de baja frecuencia, US de pagngeneralmente se produce la
cavitacion transitoria. Esto causa el crecimierdolacvez mayor de la burbuja de
cavitacion hasta que finalmente se vuelve inestdb$pués de varios ciclos y la onda
ultrasonica colapsa durante el ciclo de compredttneste fendmeno de cavitacion, el
tamano de la burbuja aumenta drasticamente de @aeeenientos de veces el radio de
equilibrio antes de colapsar violentamente en mel@oan microsegundo (Wu vy col.,
2013).

Cuando se introduce un campo acustico de bajasiatzmh (US de baja energia,
baja potencia, US de alta frecuencia, US diagmi)stge produce la cavitacion estable,
lo que produce microcorrientes a lo largo de labbjar y crea altas tensiones de
cizallamiento hidrodindmico, que son acciones mieadngue pueden ser utilizadas en
muchas aplicaciones de procesamiento (Feng y 2008). En este fendmeno de
cavitacion, la pared de la burbuja se emparejaet@ampo acustico, y oscila sobre el
radio de equilibrio durante varios ciclos, y el &dia de la burbuja oscila en fase con los
ciclos de expansiéon y de compresion y las burbcijesen lentamente durante muchos
ciclos acusticos (Thangavadivel y col., 2012). [deba su pequefia variacion en los
cambios de tamafo de la burbuja, este proceso psadeimportancia en términos de
efectos quimicos (Destaillats y col., 2003). Elgesp también se denomina difusion
rectificada pues durante la expansion, el vapoagles, asi como los gases disueltos y
los vapores organicos entraran en la burbuja yra&aaldurante la contraccion
(Thangavadivel y col. 2012; Wu y col., 2013).

11
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1.3.2. Efectos de la cavitacion acustica

Los efectos del US de alta potencia se producerept@némeno acustico de
cavitacion, que como ya se ha descrito es la fagmacrecimiento y colapso implosivo
de burbujas de gas (burbujas de cavitacion) enlitpgdos, que liberan grandes

cantidades de energia muy localizada (Awad y 2012).

El colapso de las burbujas transitorias crea dig@ldo tanto efectos mecanicos

como quimicos.

Los efectos mecénicos incluyen alta presion loadhz(hasta 1.000 atm), alta
temperatura (5.500°C), una alta tasa de calenttovemfriamiento (109 °K/s), y la
formacion de ondas de choque. Estas ondas de clpogaien causar la ruptura de la
envoltura celular y facilitar las reacciones soriotcas. El colapso de las burbujas de
cavitacion cerca de superficies solidas forma noloooros asimétricos, que limpian las
superficies de contaminantes. Ademas, los micreobayenerados cerca de la interfaz
entre dos liquidos inmiscibles (por ejemplo, acgitegua) facilitan la emulsificacion
(Awad y col., 2012; Thompson y Doraiswamy, 1999wdii y Mason, 2012). En las
interfases sélido y liquido, la implosion asimeadtride las burbujas de cavitacion
transitoria genera chorros de liquido que puedeer tena velocidad del liquido en flujo
de hasta 156 m/s, lo que puede causar dafios gravasenvoltura celular, limpiar una

superficie sélida, y promover la bioseparacion ¢~gol., 2008).

Los efectos quimicos del US de alta potencia npreducen a partir de una
interaccion directa con especies moleculares, §aop el fendmeno acustico de
cavitacion. Con la cavitacion, las moléculas deaaga pueden dividir para formar
radicales libres, lo cual intensifica las reacc®rguimicas y también induce la
reticulacion de las moléculas de proteina en uniorexlioso (Cavalieri y col., 2008) y
aumenta la velocidad de las reacciones de tramsgerimasa debido a la generacion de
turbulencias locales y a la microcirculacion deguido (corriente acustica) (Awad y
col., 2012; Gogate y col., 2006; Gogate y Pan@i1,12).

Los efectos quimicos incluyen la formacion de raléis OHy H* y de perdxido
de hidrégeno que tienen importantes propiedadesetizidas. Los radicales de
hidroxido (OH) vy los radicales de hidrégeno (Hse generan durante la disociacion de
las moléculas de agua en soluciones acuosas, asulbado de la alta temperatura y la
presion del gas de las burbujas colapsantes assciemh la cavitacion (sondlisis)

12
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(Riesz y Kondo, 1992; Tiwari y Mason, 2012). Tambléay evidencias de que los

radicales libres se forman por cavitacion en sohgs no acuosas y polimeros. Sin
embargo, la cavitacién funciona mejor en medio®sas en comparacion con medios
organicos (Awad y col., 2012). La formacién de catis libres por US puede ser 0 no
beneficioso (Ashokkumar y col., 2008; Earnshaw,8)98n aplicaciones en las que los
radicales libres tienen efectos nocivos, el usaltss frecuencias se prefiere pues tanto
el numero de burbujas como de radicales libresdacira asi como utilizar etanol o

acido ascorbico, que son inactivadores de raditigles (Beckett, 1999).

Por tanto, es importante tener en cuenta que |lommdros del US de alta
potencia (duracién, intensidad y frecuencia dedadas ultrasonicas) asi como sus
efectos sobre las propiedades tecnoldgicas y foakde de los alimentos deben tenerse
en cuenta y ajustarse para cada una de las ddereagilicaciones mencionadas

anteriormente (Awad y col., 2012; Soria y Villami2010).

1.4. Principios del US de alta potencia

El uso del US en los procesos industriales requiarenedio liquido (minimo

del 5%) y una fuente de vibraciones de alta enepggagenere el US.

La produccion de ultrasonidos consiste en la canerde cualquier otro tipo de
energia (eléctrica, magnética o mecéanica) en emexgistica. Los dos componentes
esenciales de un sistema ultrasénico son una fdengmergia y un transductor, el cual
es el encargado de transformar la energia propmd# por la fuente en energia
acustica (Garcia Pérez, 2007). El transductor sdtrigo es el responsable de la
produccion de los ultrasonidos. La energia queipnevde la fuente genera una serie de
cambios en su forma o dimensiones que provocampdac#dn de la onda mecanica.
Hay dos tipos principales de transductores; elgakztrico y el magnetoestrictivo. Los
transductores mas utilizados en la aplicacion deasdnidos de potencia son los
piezoeléctricos, cuyo fundamento se basa en eloef@iezoeléctrico que presentan
algunos cristales o ceramicas (Garcia Pérez, 2008)transductores piezoeléctricos
son los mas comunmente utilizados en aplicacionescala comercial debido a su
escalabilidad; pues la potencia maxima por Uniaastiuctor es generalmente mayor

que la de los transductores magnetoestrictivossBaBates, 2008).

13
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El equipo necesario para la aplicacion de ultrakmnde potencia consta de un
generador, un transductor y un emisor (transduntxranico) (Figura 5). El generador
es el encargado de transformar la sefal eléctacka ded a la frecuencia deseada. El
transductor es el equipo encargo de la conversda defial eléctrica de alta frecuencia
en vibraciones mecéanicas. El emisor irradia la gimelacustica generada por el

transductor al medio a tratar (Garcia Pérez, 2007).

Energia de
las ondas
de presién

Energia Energia e

Generad eléctrica mecdnica ultrasonicas caldod

enerador o de
corriente i

alterna > Transductor B Transductor J— > ;jl_ltlvo 0

piezoelecirico * mecdnico imento

~20kHz

Vibracién

Figura 5. Generacion de energia ultrasénica.

Los sistemas tipo sonda de aplicacion de ultrassnidtilizan una sonda
metalica o sonotrodo para aplicar al medio liquidovibracion generada en el
transductor. La potencia aplicada depende de lditahple vibracion en la punta de la
sonda que se controla variando la potencia eléctsieministrada por el equipo
generador/amplificador. Tanto el disefio como lanforde la sonda tienen mucha
importancia. La longitud de la misma debe de senddia longitud de onda o multiplo
de dicha longitud. Las sondas cilindricas trangmigeenergia acustica al medio a tratar
y si a lo largo de la sonda hay reduccion del difmnaumenta la amplitud de vibracion
(Garcia Pérez, 2007).

El efecto fundamental del US en un fluido contireg imponer una presion
acustica (), ademas de la presion hidrostatica que ya actoe £l medio. EI US de

alta potencia puede ser descrito por la siguiera@édn (Ec. 1) (Patist y Bates, 2008):
Pa = Pymaxsen(2tft) (Ec. 1)

donde Res la presion acustica, t es el tiempo, f esdeukencia y Pnaxes la amplitud
de presion maxima de la onda (Muthukumaran y 2006). R max€esta relacionada con

la entrada de energia (potencia) o la intensidadi(ltransductor (Ec. 2):
I=Pamat2pVv (EC. 2)

dondep es la densidad del medio y v es la velocidad algbde en el medio.
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Con intensidades bajas (frecuencias altas), la aelapresion induce la
formacion de la llamada corriente acustica (PgtBates, 2008) que es el movimiento y
mezclado que se produce en el liquido pero sindoidm de burbujas de cavitacion
(Alzamora y col., 2011). A intensidades mas altaajas frecuencias) se induce la
formacion de la cavitacion acustica (Mason, 1998pidb a la generacion, el
crecimiento y colapso de burbujas grandes, lo qoeogga la liberacion de energias

elevadas (Alzamora y col., 2011; Awad y col., 2012)

En general, los liguidos puros poseen una may@teesia a la traccion y, por
tanto, los generadores de ultrasonidos disponiieson capaces de producir presiones
negativas suficientemente altas como para causawvltacion. Sin embargo, la mayoria
de los liquidos son generalmente impuros y suteggig a la traccion se reduce debido
a la presencia de numerosas particulas pequeiidsssdisueltos preexistentes y otros
contaminantes. Las impurezas en el liquido reptasgmuntos débiles en los cuales se
producira la nucleacion de las burbujas de cawtafVajnhandl y Marechal, 2005). Por
ejemplo, cuando se utiliza agua pura, se requig@Ende 1.000 atm de presion negativa
para generar la cavitacion mientras que para eh atpl grifo, s6lo unas pocas
atmosferas de presion serian suficiente para fortasr burbujas de cavitacion
(Chowdhury y Viraraghavan, 2009; Wu y col., 2013).

1.5. Las aplicaciones del US en la tecnologia de losmadintos

Las aplicaciones de US tanto de alta como de bagadéncia en la industria de
alimentos han demostrado tener un potencial, yapaea la modificacion o para la
caracterizacion de las propiedades de los alimemfinsmuchos casos, las técnicas
basadas en el US tienen considerables ventajae dabr tecnologias existentes
(Dolatowski y col., 2007).

Las aplicaciones potenciales del US de alta indewls{US de potencia) en la
industria alimentaria son diversas, pues se utipaga modificar, ya sea fisica o
guimicamente, las propiedades de los alimentosejeonplo para generar emulsiones,
romper las células, promover reacciones quimicdsbir enzimas, ablandar la carne y
modificar los procesos de cristalizacion (McClemserit995). EI US hace uso de los
fendmenos fisicos y quimicos que son fundamentabrgiferentes si se comparan con

los aplicados en las técnicas de extraccion, deepamiento o de conservacion

15



Introduccién

convencionales. EI US ofrece una ventaja neta emiriés de productividad,
rendimiento y selectividad, con un mejor tiempo mlecesamiento, mejora de la
calidad, reduccion de riesgos quimicos y fisicden@ds de ser respetuoso con el medio
ambiente (Chemat y col., 2011).

El US de alta intensidad (US de potencia) se haagato para la inactivacion
microbiana y enzimatica, la separacion de bio-careptes, la emulsificacion, el calor
y la mejora de la transferencia de masa, el ctatepejora de la cristalizacion, y la
extraccidbn de componentes bioactivos en alimentgdagtas. Debido a los nuevos
avances en las técnicas de generacion de ultrasyragi como una mayor comprension
de los fendmenos de cavitacion, el interés en lomas afios ha aumentado para
examinar el uso del US de alta intensidad como haraamienta alternativa en el
procesamiento y conservacion de alimentos (Ferad. y2008; Tiwari y Mason, 2012).

1.5.1. El US en la conservacion de alimentos

Los microorganismos, tales como bacterias, y lg®ras, son uno de los
principales factores responsables del deteriortosi@limentos. Los microorganismos,
necesitan ambientes ricos en nutrientes y aguagoacar y multiplicarse, por lo que

son medios apropiados para ellos (Chemat y cdll)20

Tradicionalmente el tratamiento térmico (pasteitaacy esterilizacion) es el
método empleado para la conservacion de los aloegmirque tiene la capacidad de
destruir tanto microorganismos vegetativos commadgoria de esporas, e inactivar las
enzimas, todos ellos responsables del deteriorlodalimentos (Awad y col., 2012;
Chemat y col., 2011). Su eficacia depende del teerdp exposicion a las altas
temperaturas de tratamiento, produciéndose la geérdé nutrientes, el desarrollo de
sabores y colores indeseables, y el deterioro siprapiedades organolépticas de los
alimentos (Awad y col., 2012; Chemat y col., 2011).

Actualmente, el reto es combinar al mismo tiempietaperatura moderada con
nuevas aplicaciones para la destruccion microbizemnuevas tecnologias que se estan
desarrollando aseguran la conservacion de los maforesin el uso de conservantes,
mientras que mantienen sin cambios su valor natr&di y las caracteristicas
organolépticas (textura, color y sabor), con urol@nsumo de energia y un coste
competitivo, respetando al medio ambiente y coaltongrado de seguridad (Chemat y
col., 2011).
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Los métodos de conservacion de menor intensidadgétie, incluyen la
presion, la radiacion ionizante, los campos eléatripulsantes, la microfiltracion, la
radiacion ultravioleta y el US de alta intensidatt (de potencia), y todos ellos son
costo-eficientes y respetuosos con el medio anmwié&nt combinacion con temperatura
moderada, estos métodos pueden acelerar la velodelasterilizacion de alimentos,
disminuyendo asi la duracion y la intensidad datatniento térmico y el dafo
resultante a los componentes de los alimentos (Awadl., 2012; Piyasena y col.,
2003).

El uso del US de alta intensidad (US de poten@anbstrado varias ventajas en
comparacion con la pasterizacion por calor, tabesacla minimizacion de la pérdida de
sabor en los zumos de frutas, una mayor homogeherdan importante ahorro
energético (Awad y col., 2012; Chemat y col., 20Dblatowski y col., 2007). El US
podria dafar las paredes de las células microbiadas lugar a su inactivacion. Se ha
demostrado que las ondas ultrasdnicas de altasidseh pueden romper las células y
desnaturalizar las enzimas, y que incluso el UBagie intensidad es capaz de modificar
el metabolismo celular. Es necesario aplicar urtanmia acustica suficientemente alta
para provocar la ruptura de las paredes o membiaakares. Una célula puede ser
inactivada a una intensidad menor que la neceparacausar la ruptura de su pared o
de su membrana. El mecanismo de accion antimiarobgs debido a la alteracion de
las membranas celulares, el calentamiento localiydd produccion de radicales libres
(Chemat y col., 2011; Dolatowski y col., 2007).

Varios autores han estudiado el mecanismo desempefar el US en la
disrupcion de la membrana de los microorganismasitfiann y col., 2005; Earnshaw y
col., 1995; Garcia y col., 1989; Guerrero y colQ2a; Guerrero y col., 2005; Lopez-
Malo y col., 1999; Raso y col., 1998a), y se hactgdo que es debido a la cavitacion
acustica y a sus efectos fisicos, mecéanicos y go8ngue inactivan las células
microbianas y producen también la desaglomerac&rmgrdpos o floculos celulares
(Awad y col., 2012).

En concreto, la cavitacion acustica transitoriadpoe altas temperaturas y
presiones locales que desintegrarian las célulakditas y desnaturalizarian las
enzimas. La burbuja de implosion también produeezfas de cizallamiento y chorros
de liquido en el solvente usado que puede tenergi@nesuficiente para dafar

fisicamente la pared celular o la membrana celulaas burbujas inducen
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microcorrientes en el liquido circundante, que témlpueden inducir estrés en los
microorganismos. El efecto de inactivacion del Wmiiién se ha atribuido a la
generacion de cavitacion intracelular y estos cheqmecanicos pueden alterar los
componentes estructurales y funcionales celulaessahel punto de la lisis celular
(Chematy col., 2011).

1.6. Inactivacion de microorganismos por US

La cavitacién transitoria generada por el US de ialtensidad (US de potencia)
se ha utilizado para facilitar la descontaminacibitrobiana de varios tipos de
alimentos, probablemente debido a las altas presjdas fuerzas de cizallamiento y las
temperaturas generadas afectan a la integridacdbslenicroorganismos (Kuldiloke,
2002; McClements, 1995). Las pruebas de inactivaaiicrobiana por lo general se
llevan a cabo a 20 kHz, una frecuencia situadal exteemo inferior del espectro de

frecuencias del ultrasonido de potencia (Feng y 2608).

1.6.1. Factores que afectan a la eficacia de la inactivaiicrobiana

Desafortunadamente, se necesitan intensidades ltasysase utiliza solo el US
para conseguir la esterilizacion permanente. La bowacion del US con otros
tratamientos tales como la presion, la temperatuwderada, la cloracion o valores
extremos de pH ha sido estudiado (Dolatowski y,c2007; Feng y col., 2008;
McClements, 1995).

La combinacion del US con calor o presion o amhasxip acelerar la velocidad
de esterilizacion de los alimentos, disminuyenddaado la duracion y la intensidad del
tratamiento térmico como el dafio resultante a toaponentes de los alimentos. Los
tratamientos de termosonicaciéon (calor mas sorfinadiS), manosonicacion (presién
mas sonicacion, MS), y manotermosonicacion (calés presion y sonicacion, MTS)
son probablemente los mejores métodos, ya que ssnemérgicamente eficientes y
mas eficaces para inactivar los microorganismos.|®@eneral, un efecto aditivo e
incluso sinérgico se ha observado en la inactivad& microorganismos y de enzimas
alimentarias en tratamiento de termosonicacion endaotermosonicacion (Chemat y
col., 2011; Feng y col., 2008).
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La combinacion de calor y US es mucho mas eficienteuanto a duracion del
tratamiento y la energia consumida si se comparaktatamiento individual (Chemat
y col., 2011). Sin embargo, la industria de lomaltos, alberga preocupaciones sobre
el uso del US para el procesamiento de alimentbsrantes a la calidad del alimento, al

escalado y a los aspectos econdémicos (Feng y2008).

Se ha demostrado que no todos los microorganisgaionan de la misma
manera al tratamiento con US. Los factores queuyefi en la eficacia de la
inactivacién microbiana son la frecuencia y la atgl de las ondas, el tiempo de
exposicion o contacto, el volumen y la composiaienlos alimentos procesados, la
temperatura de tratamiento y el volumen de la suspe bacteriana (Awad y col.,
2012; Chemat y col, 2011; Raso y col., 1998a).

La eficacia de un tratamiento con US también depedel tipo, forma o
diametro de los microorganismos estudiados (Chgnuat., 2011). Se ha encontrado
que las esporas, las células Gram-positivas y m®S; son mas resistentes al
tratamiento con US que las células vegetativag;dadas Gram-negativas, y las células
con forma de bastén respectivamente (Feng y dad8)2 Las células de mayor tamafio
son mas sensibles que las pequefias, probablemeditio h su area de superficie mas
grande (Chemat y col., 2011). Las bacterias Grasitipas son conocidas por ser mas
resistentes que las Gram-negativas, posiblemertausa de su pared celular mas
gruesa, y a la capa estructuralmente mas fuenepkdoglicano presente en las células
Gram-positivas, que les proporciona una mejor poid@ contra los efectos del US. En
cuanto a la forma de los microorganismos, los ceoosmas resistentes que los bacilos
debido a la relacion superficie celular y volum&malmente, las esporas son muy
dificiles de destruir en comparacion con las célulagetativas que estan en fase de
crecimiento (Awad y col., 2012; Cameron y col., 20Chemat y col., 2011). Para el
mismo microorganismo, la resistencia al tratamiertto US varia entre las diferentes
cepas (Feng y col., 2008).

Otros dos factores que afectan a la eficacia delsO% la temperatura de cultivo
de las células y la viscosidad del medio. Las aslalltivadas a 37°C son dos veces
mas resistentes al US que los que crecen a 4°Giragegue a viscosidades mas altas la
cavitacion es mas dificil de lograr, pero el cotafisal de la burbuja es mas violento.
Se ha demostrado que existe una relacion linesd Enpotencia aplicada al medio y los

tiempos de reduccion decimal, por lo que a mayergda ultrasénica aplicada al medio
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mayor inactivacion se consigue, dependiendo dedeuéncia y la intensidad de la

energia ultrasénica aplicadas el sistema (Cheroal y2011).

Aungue existe una informacion sobre el efecto delddbre la inactivacion de
microorganismos (Chemat y col., 2011; Dolatowskbl, 2007; Piyasena y col. 2003),
se necesitan mas datos sobre el efecto del US $abrectivacion de las células
vegetativas, levaduras, mohos, esporas, virusigdexde los alimentos. Esta necesidad
se debe a que los datos de inactivacion existsotes menudo dificiles de comparar
debido a la falta de un parametro de control befimilo y a los diversos protocolos de

ensayo Yy sistemas de ultrasonidos utilizados (erdd., 2008).

1.6.2. Mejora de la inactivaciéon microbiana

Para mejorar la inactivacién microbiana en los alitos liquidos, el US de alta
intensidad (US de potencia) se combina con otrawrtrientos tales como presion
(manosonicaidn), calor (termosonicacion), presiéoalor (manotermosonicacion) y
antimicrobianos (Earnshaw y col., 1995; Lépez-Mwgleol., 1999; Piyasena y col.,
2003; Raso y Barbosa-Canovas, 2003; Raso y cd84a191998b). Estos tratamientos
combinados son mas enérgico-eficientes y eficaaesmpatar los microorganismos que

si se aplica sélo el US de alta intensidad (Awadly, 2012).

La cinética de inactivacion a temperaturas sul@dstpbr lo general presenta una
relacion log-lineal, mientras que a temperaturtds la cinética de inactivacion se han
reportado como no log-lineal. Se considera quehlosibros son causados por la
disgregacion de grupos celulares, mientras quedsepcia de colas se ha relacionado
con una pérdida progresiva de la intensidad dew#acion durante el tratamiento de
sonicacién, que puede ser cierto para un sistema@len el que se puede producir el
arrastre de aire y la intensidad de cavitacion, ggié tanto, reducida (Chemat y col.,
2011; Peleg, 2000; Peleg y Cole, 1998).

Cuando se aplica el US de alta intensidad a unealionliquido a temperaturas
bajas, la inactivacion microbiana es causada polJ®ly la tasa de muerte es
relativamente baja, especialmente a bajas densiddeleenergia acustica. Cuando se
aplica el US de alta intensidad a temperaturas mdde (termosonicacion), la
inactivacion es el resultado de una accion combindel calor y el US, pudiéndose

observar efectos aditivos o incluso sinérgicos.ndoase introduce presiéon de 200 a
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500 kPa en un sistema de termosonicacion pararlddies, se ha observado un

aumento adicional de la tasa de inactivacion (Fecg., 2008).

Los estudios de la lesion de células han demostgagola termosonicacion
provoca graves dafios fisicos en la envoltura aekraforma de arrugas, rupturas y
perforaciones (Ugarte y col., 2006). En las pruetssonicacion asistidas con presion
externa elevada, las células supervivientes Grasiings y Gram-negativas que se
recuperaron en medios con cloruro de sodio sontipaftente idénticas a las
recuperadas en un medio no selectivo (Pagan y1889). La ausencia de células sub-
letalmente lesionadas en los estudios actualea séribuido al dafo fisico irreversible

a la membrana externa (Feng y col., 2008; Marfaaga®, 2005).

Raso y col. (1998a) estudiaron la influencia deetaperatura y la presion sobre
la letalidad del US sobre la bacteria patég€asesinia enterocoliticay observaron que
los niveles de letalidad del US aumentaron en gnadida con el incremento de la
presion y/o temperatura estatica. Knorr y col. &006bservaron una mejora en la
inactivaciéon deE. coli cuando el US de alta intensidad (US de poteneiapmbiné con
la temperatura. También ha sido observado un efetabsinérgico entre el calor y el
US bajo presion en la inactivacion 8almonella senftenberg75W (Alvarez y col.,
2006). Otros investigadores han demostrado quentdinacion de US (38.5-40.5 kHz)
con antimicrobianos quimicos mejora la muerte elilinacion deSalmonellasp. yE.
coli O157:H7 en semillas de alfalfa (Scouten y BeucB802), y la reduccion del
namero de bacterias en muestras de agua (Phull,y1€87). Seymour y col. (2002)
describen el potencial de usar el US de alta idadspara la descontaminacion de
productos frescos, debido al efecto mecanico gdogpar las burbujas de cavitacion.
Indicaron que la cavitacion aumenta la eliminagitecanica de las bacterias adheridas
en la superficie de los productos frescos desptizaraflojando las particulas a través
de una accién de cizallamiento o de lavado, logranda reduccion logaritmica

adicional cuando se aplica a un lavado de aguadzor

1.6.3. Microorganismos inactivados con US

En los dltimos afios se ha estudiado el efecto dmliaacion de US sobre la
inactivacion de diferentes microorganism@&ag¢charomyces cerevisjagscherichia
coli, Staphylococcus aureusPseudomonas fluorescensisteria monocytogenes
Listeria innocua bacterias mesdéfilas, mohos y levaduBagillus spp., Streptococcus
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faecium Salmonella enteritidisAeromonas hydrophiléSalmonellasp.,...) en modelos
de alimentos (agua, tampones fosfato, caldo Sabdurg y alimentos (leche UHT,
leche entera cruda, ZN, zumos,...). En ellos se gbsgue cuando se combind el US
con el tratamiento térmico moderadeb%°C) y/o con la presion (200-400 kPa), los
indices de mortalidad se incrementaron y dismirayelos valores de reduccion
decimal en comparacion con las tasas de inactinaciés valores D obtenidos cuando
se aplicaron los tratamientos por separado, obsgéog@ ademas un efecto sinérgico en
lugar de un efecto aditivo (Awad y col., 2012; Claém col., 2011; Tiwari y Mason,
2012; Zinoviadou y col., 2015).

Se ha observado que la eficacia del US se podi@an@umentando la presion
y/o aumentando la potencia de sonicacién y/o awnéotla amplitud del US. Se ha
observado que en el tratamiento con manosonicagdra inactivar bacterias, en
comparacion con el tratamiento térmico solo, laupecacion de bacterias es mucho
menor y que no parece depender del medio de traéonémpleado. El tratamiento de
US permite inactivar los microorganismos y mejolarcalidad de producto final
(Chematy col., 2011; Tiwari y Mason, 2012; Wu ¥.c2013).

Se ha observado la disminucion Salmonellaen piel de pollos de engorde en
agua de peptona cuando se aplica sonicacion a 20dkkante 30 minutos, y que el
tratamiento con US disminuye significativamentedataminacion microbiol6gica de la

carne (Dolatowski y col., 2007; Feng y col., 2008).

En una prueba de termosonicacién en leche a 60°@aler de reduccion
decimal (D) del.. monocytogeness de 0,3 minutos, lo que representa un aumento de
siete veces en la tasa de inactivacion en com@gearacin el tratamiento térmico solo a
la misma temperatura (Earnshaw y col., 1995). &iba¥go, existe un limite superior
de temperatura para cada microorganismo mas dlléudéla aplicacion del US a un
sistema de alimentacion no supone una inactivaadicional (Feng y col., 2008;
Ugarte y col., 2007).

Las esporas microbianas son muy resistentes aak@snientos de inactivacion,
incluso bajo condiciones extremas, por ejemploelgoras déacillus thermophilus
son destruidas so6lo calentando a 100°C durantd_dshesporas dB. subtilisson muy
dificiles de destruir y a menudo se emplean paterménar la eficacia de los procesos
de esterilizacion. Cuando se estudio el efecto auadio del US (20 kHz) aplicado con
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sonda con la presion, se observO que aumentandaorekion, la amplitud y la
temperatura se producia una mayor inactivaciéragleesporas en comparacion con el

tratamiento térmico solo (Chemat y col., 2011).

Los protozoos, comoCryptosporidium parvum son responsables de la
enfermedad criptosporidiosis transmitida por elaaguos seres humanos. La técnica de
desinfeccion mas comunmente utilizada en el traatoidel agua, es decir, la cloracion
y la luz ultravioleta es ineficaz, pero el ozononbinado con ultrasonido parece ser
capaz de destruir algunos de estos ooquistes (Glyernd, 2011).

2. Compuestos quimicos organicos del metabolismo secamio

vegetal

Los vegetales sintetizan diferentes fotoquimicesistancias bioactivas a traves
de su metabolismo secundario, muchas de las cgalesfisiolégicamente activas
cuando se consumen y pueden jugar un importantel pamo factores de proteccion
frente al estrés oxidativo, o la carcinogénesisog potencialmente efectivos para
reducir el riesgo de enfermedades cronicas. Las foibsintéticas que dan lugar a los

metabolitos secundarios son:

Ruta del acido siguimica@ompuestos fendlicos, acidos fendlicos, taniflaspnoides,

alcaloides, lignanos y cumarinas.

Ruta del acetato-malonato (ruta de los policétidtejonoides, antraguinonas.

Ruta del acetato-mevalonato (ruta del acido mewsddp ruta de la condensacion

isoprénica) alcaloides, esteroides, terpenos, carotenoides.

Los compuestos quimicos organicos procedentes d&bolismo secundario
vegetal (Figura 6) se clasifican en tres grandespay: Compuestos fendlicos
(flavonoides como los fitoestrégenos o la quereetal flavonoide mas habitual en la
dieta); Terpenoides (isoprenoides, carotenoidestgraes) y Alcaloides (compuestos

nitrogenados).
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METABOLISMO SECUNDARIO

SIKIMATOS —— POLIACETATOS ACIDO MEVALONICO AMINOACIDOS
FENOLES SIMPLES QUINONAS TERPENOS ESTEROIDES ALCALIODES
ACIDOS FENOLIC 08
CUMARINAS
LIGNANOS
EIBIEHE AR ANTRAQUINOMAS — MONOTERPENOS

}—»ACEITES ESENCIALES
— SESQUITERPENDS
FLAVONIODES
ANTOCIANOS
TANINOS COMDEMEADOS
\ / — DITERPENCS
COMPUESTOS AROMATICOS
(FENOLES) l— TRITERPENOS

Figura 6. Metabolismo secundario vegetal (Kuklinski
2000).

Muchos de estos compuestos quimicos tienen un pag@brtante en la
proteccion de la salud humana. Estudios epidenimdégdemuestran que el consumo
regular de frutas y vegetales estd asociado calistainucion del riesgo de padecer
enfermedades cronicas como el céancer, problemadiocasculares, Alzheimer,
derrame cerebral, cataratas o el empeoramientaofuedcasociado al envejecimiento
(Duthie y col., 2000; Hertog y col., 1995; Netzetgl., 2007; Pérez-Vicente y col.,
2002; Zafra-Stone y col., 2007). El efecto benéfsmbre la salud de las frutas y
hortalizas se atribuye principalmente a los pobfes, la vitamina C, los carotenoides y
la vitamina E, por su accion antioxidante (Rivage§®012). Los polifenoles tienen un
papel beneficioso para nuestra salud debido alcefeatioxidante que proporcionan,
que previene el envejecimiento celular. Ademas, pamdifenoles poseen varias
propiedades biol6égicas y exhiben ademas propiedatesancerigena, antiviral y anti-
inflamatoria. Las frutas y los vegetales constituyma de las principales fuentes de
compuestos fendlicos en la dieta. La mayoria desestmpuestos permanecen en los
productos elaborados a base de frutas como popkjeaumos (Garcia-Alonso, 2005).
Los compuestos fendlicos son los metabolitos sewiosl de las plantas que
desempeiian un papel considerable en el desarellcotbr y del sabor caracteristico

de los zumos de frutas (Abid y col., 2014a).
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En los dltimos afios, los compuestos fendlicos yala@®cianinas, asi como la
vitamina C, han atraido el interés por su efectbgotor asi como su potencial nutritivo
y sus efectos terapéuticos (Pérez-Vicente y cOD2P Los zumos de frutas naturales
son ricos en fenoles, flavonoides y antocianinam(io-Jauregui y col., 2015; Varela-
Santos y col., 2012). Los zumos de naranja y deagia son muy valorados por los

consumidores por su contenido nutricional, colaadivo y su dulce sabor refrescante.

El zumo de naranja es una fuente importante de gestps antioxidantes como
carotenoides, compuestos fendlicos y vitamina Qy(eoa y col., 2003, 2005). La
calidad nutricional del zumo de naranja se relaciorncipalmente con el contenido en
acido ascorbico (Zerdin y col., 2003), ademas aela® acidos fendlicos y flavonoides,
qgue son los dos grupos principales de compuestadides en el zumo de naranja
(Abid y col., 2014a). Los principales compuestasdfecos del zumo de naranja son los
acidos hidroxicinamicos (ferulico, p-cumarico, qit® y cafeico) y los flavonoides,
entre los cuales los flavonoides en forma de gido8s (hesperidina y narirutin)
predominan (Gattuso y col., 2007; Gardner y c@lQ® Kelebek y col., 2009; Stinco y
col., 2015).

La granada Runica granatum Punicaceag es muy valorada debido
principalmente a sus excepcionales propiedadesosaies y nutricionales (Lopez-
Rubira y col., 2005). Los polifenoles son el grugm fitoquimicos mayoritario de la
granada, que incluye a los flavonoides (antocia)jnataninos condensados
(proantocianidinas) y taninos hidrolizables (elagihos y galotaninos) (Gil y col.,
2000; Hernandez y col., 1999; Jaiswal y col., 20@8yrazoglu y col., 2002), acidos
fendlicos (acido galico, acido egalico) (Mousavatky col., 2009) y acidos organicos
(acido mélico) (Poyrazoglu y col., 2002). Tambi&@stdca por su contenido en vitamina
C (Pérez-Vicente y col., 2002). Se ha informado gueonsumo de granadas tiene
beneficios nutricionales y medicinales, incluyerddoreduccion del estrés oxidativo,
modificaciones aterogénicas del LDL, y agregacitagyetaria, asi como actividades
anticancerigenas, antibacterianas y antivirales¢faJauregui y col., 2015; Qu y col.,
2010). ElI zumo de granada contiene polifenolemnégralmente anillos fendlicos con
varios grupos hidroxilo) y acido ascorbico. Los ifeploles del zumo de granada
incluyen flavonoides (flavonoles, flavanoles y amninas), taninos condensados
(proantocianidinas) y taninos hidrolizables (aaiddico y galotaninos) (Li y col, 2015;
Viuda-Martos y col, 2010).
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La manzana es una de las frutas mas valoradasaridonparte de una dieta
saludable aportando antioxidantes, vitaminas, ralasy fibra y compuestos bioactivos,

como son los fenoles y los flavonoides (Abid y ,c@014a; Aguilar-Rosas y col., 2007).

Por estas razones, se necesitan métodos de proeesamlternativos de los
zumos de frutas que puedan incrementar su estadbitidcrobioldgica y preservar sus

caracteristicas nutricionales y sus compuestostvos (Patras y col., 2010).

3. Definicion de aceite esencial

Los aceites esenciales (AEs), también llamadodeasceolatiles o etéreos, son
liquidos oleosos aromaticos de origen vegetal, tieeen una amplia gama de
aplicaciones en las industrias de etnomedicinaserwacion, saborizante de alimentos,
fragancias y perfumes (Unlu y col.,, 2010). Los ABsn mezclas complejas de
sustancias volatiles generalmente presentes en dmjaentracion en los tejidos
vegetales. Son liquidos aceitosos aromaticos almera partir de materiales vegetales
(flores, brotes, semillas, hojas, ramas, cortdziasbas, madera, frutas y raices), que se
pueden obtener mediante presion, fermentacion, I€li@rasige” (enfloracion) o
extraccion, aunque los métodos de arrastre porrydarodestilacion, destilacion al
vapor, prensado en frio y métodos combinados degltil-extraccion se utilizan mas
comunmente para la produccién comercial de AEst(Bi04; Raybaudi-Massilia y
col., 2009; Reyes-Jurado y col.,, 2015; Tajkarimicgl., 2010; Tongnuanchan y
Benjakul, 2014).

Los AEs se utilizan principalmente como aromas afitarios, en perfumes
(fragancias y lociones para después del afeitagdopmo componentes funcionales en
productos farmacéuticos (Raybaudi-Massilia y @Q9). Los diferentes constituyentes
presentes en AEs exhiben olores y/o sabores wvesiablya percepcion por el
consumidor depende de su umbral (Burt, 2004; Tomgchan y Benjakul, 2014). Los
componentes individuales los AEs también se utilizamo aromas alimentarios, y
éstos son extraidos a partir de material vegesa fabrican sintéticamente. Aunque la
mayoria de los AEs se clasifican como sustancia®$MBurt, 2004), su uso en los
alimentos como conservantes es a menudo limitadhidalea su impacto sensorial

negativo. Muchas hierbas, AEs y extractos de pdanfseen actividades
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antimicrobianas contra una amplia gama de bactdesaduras y mohos (Raybaudi-
Massilia y col., 2009; Tajkarimi y col., 2010).

3.1. Composicion quimica de los AEs

Los AEs de plantas son, por lo general, una mezafapleja de compuestos
naturales, tanto polares como no polares, y puemenprender mas de sesenta
componentes individuales (Burt, 2004; Raybaudi-Miasg col., 2009; Tongnuanchan
y Benjakul, 2014). Los AEs contienen tipicamenteceti@s de constituyentes
relacionados, pero con estructuras quimicas dasti(Burt, 2004; Raybaudi-Massilia y
col., 2009). Los componentes principales puedestitair hasta 85% del AE, mientras
gue otros componentes soélo estan presentes corag {{aurt, 2004; Raybaudi-Massilia
y col., 2009).

Estos compuestos consisten en moléculas organieaspeso molecular
relativamente bajo que contienen principalmentebaraw, hidrégeno, oxigeno,
nitrogeno y azufre; también se pueden encontrao gidoromo con menor frecuencia,
en particular en los volatiles de algas marinas.géneral, estos compuestos tienen
<500 Da de peso molecular y contienen solo 1-3 ésode oxigeno. Debido a su gran
importancia, se han desarrollado muchos métodosgetieccion para determinar la
presencia y concentracion de estos compuesto® Elias, la cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) y la cromatografia de gasmplada a espectrometria de masas
(GC-MS) son los mas utilizados (Reyes-Jurado y 26115).

Los AEs son metabolitos secundarios altamente @eridqos en compuestos
basados en una estructura de isopreno (Cowan,.198%cuerdo con Tongnuanchan y
Benjakul (2014), los compuestos y aromas de |logescesenciales se pueden dividir en
2 grandes grupos: hidrocarburos terpénicos y costpsi®@xigenados.

Los hidrocarburos terpénic@stan compuestos de atomos de H y C dispuestos

en cadenas. Estos hidrocarburos pueden ser asidiliciclicos (monociclico, biciclico

o triciclico), o aromaticos. También llamados teqme su estructura quimica general es
Ci0H16, Y se clasifican como diterpenos, triterpenogtsaterpenos (£, Cso, Y Cao), asi
como hemiterpenos Ly sesquiterpenos (§). Los terpenos son la clase mas comun

de compuestos quimicos que se encuentran en loslLABgerpenos estan hechos de
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unidades de isopreno (5 unidades de carbogp,ada combinacion de 2 unidades de

isopreno se le llama "unidad de terpeno” (Cowaf9)9

Los compuestos oxigenadesn la combinacién de C, H y O, y hay una gran

variedad de compuestos que se encuentran en lasLAEsompuestos oxigenados se
pueden derivar de los terpenos, denominandoseetteigies (un terpeno que contiene
oxigeno)" (Burt 2004; Cowan, 1999; Tongnuancharegj8kul, 2014). Los terpenoides

son sintetizados a partir de unidades de acetatomy tal que comparten sus origenes
con los acidos grasos. Se diferencian de los agidsos en que estan muy ramificados

y en que se pueden ciclar (Cowan, 1999).

Los AEs contienen principalmente monoterpenos ysespenos, que son
CioHis (PM 136 uma: unidad de masa atomica) ysHzs (PM 204 uma),
respectivamente. Aunque los sesquiterpenos sorcala$emas grandes, la estructura y
las propiedades funcionales de los sesquiterpemos similares a las de los
monoterpenos. Respecto a los diterpenos, tritegpgntetraterpenos, son mas grandes
gue los monoterpenos y sesquiterpenos, pero estaanies en muy baja concentracion
en los AEs (Tongnuanchan y Benjakul, 2014). Losdudrburos no terpenoides son los
alcoholes de cadena corta, fenilpropanoides, 4cidetonas, ésteres y aldehidos
formados por conversion metabolica o la degradadeifosfolipidos y acidos grasos.
Ademas, diferentes compuestos que contienen nitcdge azufre, que imparten
atributos sensoriales caracteristicos, son tamimémponentes importantes de muchos
AEs (Reyes-Jurado y col., 2015).

3.2. Factores que afectan a la composicion y actividad

antimicrobiana/antioxidante de los AEs

Entre los_factores extrinsecapie afectan a la composicion de los AEs se

encuentran las condiciones ambientales, el métedexttaccion y/o las condiciones de
almacenamiento. Entre las condiciones ambientakdan el clima, el agua, la luz del
sol, la duracion del dia, la fluctuacién diurnaplasion atmosférica, los nutrientes, el
tipo de suelo, las enfermedades y los dafos pectos (Reyes-Jurado y col. 2015). La
composicion en AEs de una especie particular detplpuede diferir entre las

temporadas de cosecha y entre las fuentes ge@gdiin general, los AEs producidos a
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partir de plantas cosechadas durante o inmediatandespués de la floracion poseen

una actividad antimicrobiana mas fuerte (Burt, 2004

Dentro de los_factores intrinsectss composiciéon de los AEs en una misma

planta puede variar ampliamente entre las de difesepartes de la misma. Por ejemplo,
el AE de las semillas de cilantr@griandrum sativuni.) tiene una composicion muy
diferente al AE de las hojas inmaduras de cilanobtenido de la misma planta (Burt,
2004). La composicion del AE varia debido tantacidres genéticos como ambientales
qgue influyen en la expresién genética. Las plamas contienen AES poseen una
variacion en la composicion del aceite a travéslagediferentes partes la planta;
ademas, diferentes especies de plantas pueden lacyrincipios activos distribuidos
por toda la planta o concentrados sélo en cientigan®s de la misma. Por ejemplo, la
presencia y la composicion del AE de las estrustdeasecreciéon en la hoja, flor, raiz y
rizoma deAlpinia zerumbetueron estudiadas por Jezler y col. (2013), yrd@teron
que los oOrganos analizados de esta planta presentdk, pero mientras que el
compuesto principal de la hoja fue el 1,8-cinenl|eeflor y el rizoma fue el a-terpineol.
La variedad de planta es otro factor intrinsecoafaeta su composicion; por ejemplo,
Aligiannis y col. (2001) estudiaron la composicidal AE de las partes aéreas de
Origanum scabruny O. microphyllum Identificaron veinte y ocho constituyentes@n
scabrum siendo el principal componente carvacrol (74,9%)entras que erO.
microphyllumidentificaron 41 constituyentes, siendo el cishsa hidrato (31,1%) el

compuesto principal.

La actividad de los AEs esta relacionada con la pomicion, los grupos
funcionales, y las interacciones sinérgicas erdgsedomponentes (Dorman y Deans
2000; Tongnuanchan y Benjakul, 2014). La estructiuamica de los componentes
individuales de un AE afecta a su modo preciso deiba y a su actividad
antibacteriana (Burt, 2004). Se ha demostrado @gieriantiomeros de los componentes
de un AE presentan actividad antimicrobiana ernrefies grados (Reyes-Jurado y col.,
2015). La importancia del anillo fendlico (electesnconjugados) se demuestra por la
falta de actividad antimicrobiana del mentol en pamacion con el carvacrol. Por otra
parte, la adicion de un resto de etilo a la mokquhrece aumentar la actividad
antibacteriana. En lo que se refiere a componemtdandlicos del AE, el tipo de grupo
alquilo influye en la actividad (alquenilo > alqujil(Burt, 2004). Generalmente, los AEs

que poseen las propiedades antibacterianas masesueontra los patdgenos
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transmitidos por los alimentos contienen un altec@otaje de compuestos fendlicos,
tales como carvacrol, eugenol (2-metoxi-4- (2-prolpdenol) y timol (Burt, 2004). La
eliminacién del anillo alifatico del carvacrol dismaye ligeramente su actividad
antimicrobiana. Por ejemplo, el 2-amipazimeno tiene una estructura similar a la del
carvacrol, excepto el grupo hidroxilo y se ha duaieado que, la actividad
antimicrobiana del 2-aminp-cimeno, es 3 veces menor en comparacion con la del
carvacrol, lo que indica el papel esencial de grupdroxilo en la actividad
antimicrobiana del carvacrol (Veldhuizen y col.080 En concreto, el grupo hidroxilo
presente en la estructura de los compuestos fesolies confiere actividad
antimicrobiana y su posicion relativa es realmesrigcial para la eficacia de estos
componentes naturales; esto puede explicar laidativantimicrobiana superior del
carvacrol y del timol, en comparacion con otros poestos fendlicos vegetales (Burt,
2004; Tongnuanchan y Benjakul, 2014; Veldhuizeoly, 2006).

3.3. Mecanismos de accion antimicrobiana de los AEs

Los AEs estan presentes como partes del sisterdefelesa de la planta original
contra la infeccién microbiana. Los AEs puedenetates para bacterias, virus, hongos,
asi como protozoos, parasitos, acaros e insectggjeden simplemente inhibir la
produccion de metabolitos tales como las micotaxiflReyes-Jurado y col., 2015;
Tajkarimi y col., 2010).

La actividad antimicrobiana de los AEs se debegpaimente a la presencia de
compuestos fendlicos, fenoles, aldehidos, y alesh(Reyes-Jurado y col., 2015). Por
lo tanto, parece razonable que su mecanismo dérasea similar al de otros fenoles, y
se considera generalmente que éste consiste emrfarbacion de la membrana
citoplasmica, lo que altera la fuerza motriz detqmes, el flujo de electrones, el

transporte activo y la coagulacion del contenidéedecélulas (Burt, 2004).

Hay algunas evidencias de que los componentes mainos juegan un papel
importante en la actividad antibacteriana (Espineoly, 2012; Espina y col., 2011),
posiblemente mediante un efecto sinérgico con awagonentes (Burt, 2004).

Muchos investigadores mencionan que la actividdom&robiana de los AEs
depende principalmente de tres caracteristicas: cdedcter del AE (hidréfilo o

hidrofobo), de sus componentes quimicos y del dp@rganismo diana (Reyes-Jurado
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y col., 2015; Tajkarimi y col.,, 2010). También selica que el rango oOptimo de
hidrofobicidad esta implicado en la toxicidad de KEs (Tajkarimi y col., 2010).

Teniendo en cuenta el gran numero de diferentepogride compuestos
guimicos presentes en los AEs, lo mas probablaiessqg actividad antibacteriana no
sea atribuible a un mecanismo especifico, sinosgudeba a la existencia de varias
dianas en la célula (Burt, 2004). Como lipofilgsidds, los AEs pasan a través de la
pared celular y la membrana citoplasmatica, altéaastructura de sus distintas capas
de polisacéaridos, acidos grasos y fosfolipidosmeabilizando y causando dafios
estructurales y funcionales a las membrana cehllaierobianas. En las bacterias, la
permeabilizacion de las membranas esta asociadia pa@ndida de iones y la reduccion
del potencial de membrana, el colapso de la boreljaratones, y el agotamiento de la
reserva de ATP. Los AEs pueden coagular el citopdag dafiar las proteinas y los
lipidos, este dafio a la pared celular y la membprede provocar la fuga de las
macromoléculas y a la lisis celular (Reyes-Juradaol, 2015). Otro parametro
importante respecto a los efectos de los consevald alimentos es la capacidad para
reducir el valor de pH en el interior de la célbkcteriana (pil). Se ha demostrado
que pHy tanto deE. colicomo deSalmonellase reduce por el efecto del AE de mostaza
(Tajkarimi y col., 2010; Turgis y col., 2009).

Se ha informado de la ubicacion y los mecanismoacd@n de los AEs en la
célula bacteriana (Figura 7), y son: la degradaciénla pared celular, el dafio a la
membrana citoplasmatica y a las proteinas de memapratacando la bicapa de
fosfolipidos de la membrana celular, alterandosisgemas enzimaticos, coagulando el
citoplasma, comprometiendo el material genético lde bacterias, formando
hidroperéxido de acido graso causado por la oxigénade acidos grasos insaturados,
fuga del contenido celular al exterior, y el agatnto de la fuerza motriz de protones
(Arques y col., 2008; Burt, 2004; Burt y col., 2QQaAnciotti y col., 2004; Proestos y
col., 2008; Raybaudi-Massilia y col., 2009; Silvaagl., 2007; Skocibusic y col., 2006;
Tajkarimi y col., 2010). No todos estos mecanissws dianas independientes, algunos

se ven afectados como consecuencia de ser diasteodaecanismo (Burt, 2004).
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Fuga del conterido citoplasmdtico

. Agotamiento de la fuerza

Mlernhrana externa motriz de protones

Degradacidn de 1a pared
celular

Coagulacidn del citoplastaa

Diafin a la mernhrana

Drafin a las proteinas de citoplasmdtica

mernhratia

Figura 7. Lugares y mecanismos en la célula bactana Gram-
negativa donde actuarian los componentes de los AERs bacterias
Gram-positivas no tienen membrana externa): degradzon de la pared
celular; dafio a la membrana citoplasmatica (Knoblok y col., 1989;
Sikkema y col., 1995); dafio a las proteinas de menalma (Ultee y col.,
1999); fuga del contenido de las células (Cox y ¢a2000; Lambert y col.,
2001); coagulacion del citoplasma; agotamiento de lfuerza motriz de
protones (Ultee y col., 1999) (Modificado de: Burt2004; Raybaudi-
Massilia y col., 2009; Tongnuanchan y Benjakul, 20

Nychas y col. (2003) indicaron que el modo de atdé los AEs es dependiente
de la concentracién, lo que indica que las conaemnes bajas inhiben enzimas
asociadas con la produccion de energia, mientras camtidades mayores pueden
precipitar proteinas. El isotiocianato de aliloidedo de la mostaza parece tener un
mecanismo de accion multi-diana actuando en lasmigtabdlicas, en la integridad de
la membrana, en la estructura celular y en una méleracion estadisticamente
significativa de los compuestos celularesEdecoli O157: H7 (Turgis y col., 2009). El
carvacrol aumenta la proteina de choque térmicotépma 60HSP60” (GroEL) e inhibe
significativamente la sintesis de flagelina Encoli O157: H7 (Burt y col., 2007;
Tajkarimi y col., 2010).
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Una caracteristica importante de los AEs y sus compies es su
hidrofobicidad, lo que les permite disolver pantiahte los lipidos de la membrana
celular bacteriana y de las mitocondrias, pertudbar estructuras y hacerlos mas
permeables, produciéndose en consecuencia unadiiganes y otros componentes
celulares. A pesar de que las células bacteriameden tolerar cierta fuga de contenido
desde su interior sin pérdida de viabilidad, cuasdgoroduce una gran pérdida del
contenido celular asi como la salida de molécuiases criticos, se produce la muerte.
Estudios realizados con aceite del arbol del E¢ goli han demostrado que la muerte

celular puede ocurrir antes de la lisis (Burt, 2004

Los componentes de los AEs también parecen actlae proteinas celulares
embebidas en la membrana citoplasmatica. Se commzmas tales como las ATPasas
gue se encuentra en la membrana citoplasmaticatan eedeadas por moléculas
lipidicas. Se han sugerido dos mecanismos posibéiante el cual los componentes
ciclicos de los AEs podrian actuar sobre esta®imad situadas en la membrana. En el
primero, las moléculas lipdfilas de los AEs se aglamian en la bicapa lipidica y
distorsionarian la interaccion lipido-proteina;eéisegundo, se produciria la interaccion
directa de los compuestos lipofilicos con partekdidbicas de la proteina. Algunos
AEs podrian actuar sobre las enzimas implicadda esgulacion de la energia o en la
sintesis de los componentes estructurales. Serhasttado que el AE de canela y sus
componentes inhiben las descarboxilasas de amdusenEnterobacter aerogengs

siendo el mecanismo de accion la unién a protéBuag, 2004).

La canela Cinnamomumsp.) pertenece a lakauraceae una familia de
importancia econémica formada principalmente pbolé@s. EI AE de&Cinnamomunsp.
es reconocido como un aditivo alimentario segunapleamente utilizado como agente
aromatizante y por su accion inhibidora contra drée$ patégenas, hongos, virus y
microorganismos alterantes (Al-Bayati y Mohamme@d0® Burt, 2004; Tzortzakis,
2009). Los componentes principales del AE de caf@lenamomum zeylanicynson
el cinamaldehido (principal constituyente del AE abeteza de canela) y el eugenol
(principal componente del AE de hoja de canela)n@Rmghe y col.,, 2002; Suhr y
Nielsen, 2003). Por lo tanto, es posible utilizaAE de hoja de canela (AEC) o sus
componentes como conservantes para extender la willade los alimentos
seleccionados teniendo en cuenta su clasificacidmoc GRAS y su actividad

antimicrobiana (Pei y col., 2009).
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Se ha determinado que el eugenol, componente painciel AE de clavo
(aproximadamente 85%) y del AEC, cuando es emplaatimcentraciones subletales,
inhibe la produccién de amilasa y proteasasBdecereus También se detectd el
deterioro de la pared de la célula y un alto grdeldisis celular. Se cree que el grupo
hidroxilo del eugenol se une a las proteinas, irepib la accion enzimatica dn
aerogenes(Burt, 2004). Por otro lado, el cinamaldehido €B#2-propenal) es
conocido por inhibir del crecimiento dE. coli O157:H7 y S. typhimuriuma
concentraciones similares que el carvacrol y elolinpero el cinamaldehido no
desintegra la membrana externa o agota la reservaT@® intracelular, sino que su
grupo carbonilo se une a las proteinas, impidieagida accion de las descarboxilasas

de aminoéacidos eB. aerogenegBurt, 2004).

Ha sido demostrado que los AEs de orégano, deegjede hierba de limén, y
sus compuestos activos, tales como timol, eugenahyacrol causan la alteracion de la
membrana celular, la inhibicién de la actividadla@eéATPasa, y la liberacion de ATP
intracelular y otros constituyentes de microorgawis, tales comoE. coli, L.
monocytogenegsLactobacillus sakei Pseudomonas aerugings®. enteritidisy S.
aureus(Lambert y col., 2001; Gill y Holley 2006a; Ous#aly col., 2006; Raybaudi-
Massilia y col., 2006). Sin embargo, Oussalah y (2006) y Gill y Holley (2004,
2006b) indicaron que el AE de canela y el cinantdltte producen una disminucion en
el ATP intracelular por alteracion de la actividstiPasa pero sin cambios aparentes en
la membrana celular d&. coli, y L. monocytogenegste hecho podria atribuirse a la
interaccion del cinamaldehido con la membrana aelld que puede causar suficiente
disrupcién para dispersar la fuerza motriz de presopor la fuga de iones pequefios
pero sin que se produzca la fuga de moléculasarekiimas grandes, tales como el
ATP. Wendakoon y Sakaguchi (1995) informaron de uwsible accion del
cinamaldehido en las proteinas embebidas en la raembcitoplasmatica d&.
aerogenespor la inhibicién de los enzimas descarboxilasaadgeénoacidos, que son
necesarios para la biosintesis de aminoacidobipteegradacion.

Por otro lado, Raybaudi-Massilia y col., (2008jiearon que el AE de hierba
de limon y su compuesto activo principal (citratjumron mas rapido frenteE& coli
0157:H7 en 0 dias que los AEs de canela y de ctawus compuestos activos

(cinamaldehido y eugenol). Este hecho sugiere gsiedeficientes de reparto de los
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compuestos activos pueden influir en su velocidaditusion a través de la membrana
celular (Raybaudi-Massilia y col., 2008b; RaybaMdissilia y col., 2009).

3.4. Susceptibilidad de mohos, levaduras y bacterias Gnanegativas y
Gram-positivas

Los AEs son eficaces contra mohos, levaduras yebast(Reyes-Jurado y col.,
2015). Es comunmente conocido que las bacterias-@ositivas son mas susceptibles
a los AEs. Muchos trabajos de investigacion corditmeste fenémeno, pero hay
algunas excepciones, por ejemgdo,coli es mas susceptible al AE del arbol del té y
muchos otros AEs qu®. aureusProteus vulgaries destruida por los AEs de especias
con mas eficacia que una variedad de bacterias ‘Boaitivas. Se ha demostrado que
Vibrio vulnificus es mas susceptible a los constituyentes de ABEsntras quel.
monocytogenegs la menos sensible entre un conjunto de bastestudiadas. Los
hongos son mas susceptibles que las bacteriasuaocalAEs, por ejemplo, AE de
milenrama, AE de pimienta, AE de canela, AE de karia, mientras que son mas
resistentes a otros, por ejemplo, AE de enebrodéEanaceto y a otros mas de 45 AEs
estudiados (Kalemba y Kunicka, 2003; Lopez y @flQ5; Reyes-Jurado y col., 2015).

3.4.1. Estructura y composicion molecular de la pared laelde S.

cerevisiae

Las levaduras son células individuales de 5 gui0de tamafio y de forma
esférica u oval; que estan rodeadas por una patalhrcgruesa, rigida y duradera. La
pared celular de la levaduga cerevisiagepresenta el 30% del peso seco de la célula y
esta constituida principalmente por polisacarid®sf) y proteinas (15%). Entre los
polisacaridos destacan la quitina y el glucano. pasteinas generalmente estan
asociadas a polisacaridos formando glicoproteidasde un punto de vista bioquimico,
los polisacéaridos estan constituidos por residwogldcosa que representa un 80-90%
del total, un 1-2% de N-actetilglucosamina (NAcGjcun 10-20% de residuos de
manosa (Lesage y Bussey, 2006) (Figura 8). La eapactural interna consiste en
moléculas de 1,3-b-glucano que forman una redigdsional que rodea toda la célula.
Esta red se fortalece a través de multiples pueddeBidrégeno entre las moléculas
alineadas 1,3-b-glucano. En el exterior de la @agtauctural, las proteinas de la pared

celular estan vinculados a los extremos no redestde las moléculas de 1,3-b-glucano
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bien sea directamente (Pir-CWP) o indirectameritav@s de la union del resto/fraccion
1,6-b-glucano y del remanente de un anclaje GPI-@#®P). Algunos GPI-CWP,
como Cwplp, pueden estar unidos en ambos senbéspués de la citocinesis, la capa
estructural se fortalece por el acoplamiento decétenas de quitina a extremos no
reductores de las cadenas de 1,3-b-glucano. Este tugar principalmente en el
interior de la capa estructural. El 1,6-b-glucastenucho mas ramificado que el 1,3-b-
glucano. De esta manera, 1,6-b-glucano probablerfentiona como una correa de
sujecion flexible para GPI-CWP (Kollar y col., 199997).

El analisis de la pared celular 8e cerevisiaenediante microscopia electronica
evidencia su estructuracion en varias capas (Osu®88). La capa externa,
electrodensa, esta formada fundamentalmente pooprnateinas altamente glicosiladas
que, entre otras funciones, limitan la accesibidida moléculas extrafias a la capa mas
interna de la pared y a la membrana plasmaticaapa interna (70-100 nm de grosor),
transparente al paso de electrones, es la respendaba rigidez de la pared y esta

constituida por glucano y quitina.
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Figura 8. Un modelo para la arquitectura molecularde

la pared celular deS. cerevisiae. Por razones de claridad, se han
omitido las proteinas no unidas covalentemente y daproteinas

unidas a través de puentes disulfuro a otras proteas de la pared

celular (Osumi, 1998; Smits y col., 2001).

La pared celular dé&. cerevisiagtiene como funcién principal garantizar la
supervivencia de la célula, para lo cual mantiem® d¢ondiciones de estabilidad
osmoética intracelular, brinda proteccién ante coiodies de estrés fisico, mantiene la
integridad y la forma celular durante los procedescrecimiento y division; limita la
permeabilidad de macromoléculas a través de lalpaiealar y la protege del ataque de
proteinas externas; y evita el escape hacia elanexterno de moléculas solubles
intermediarias durante la construccién de la paeddlar, y crea los micro-ambientes

internos adecuados para la membrana celular duesntases de latencia.

3.4.2. Estructura y composiciéon molecular de la pared ynbrana celular

de las bacterias

Las envolturas celulares de los microorganismosistan basicamente en una
pared celular y una o dos membranas lipidicas. Resaeubacterias, se pueden
distinguir dos grupos principales en funcion dedaposicion de su envoltura celular:

las bacterias Gram-positivas y las Gram-negativas.bacterias Gram-positivas tienen
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una sola membrana, la membrana citoplasmaticagsfaeodeada por una pared celular
rigida y espesa que contiene peptidoglicano. Lagebas Gram-negativas tienen,
ademas de la membrana citoplasmatica, una memleamana que consiste en
fosfolipidos y lipopolisacaridos. Entre la membraexterna y la membrana
citoplasmatica hay una capa delgada de peptidogli¢®ikkema y col., 1995). La
estructura de la pared y de la membrana celuldethaca esta representada en la Figura
9.

Gram positiva

Acido lipoteicoico

Figura 9. Pared y membrana bacteriana.

La membrana externa funciona como un tamiz mole@utaavés de la cual las
moléculas con una masa de mas de 600 a 1000 Daedemp penetrar. La pared celular
se compone de una variedad de polimeros de az{iergsupo mas comun de las
cuales son los peptidoglicanos, y forma la capssasorte de la envoltura celular
(Sikkema y col., 1995).

La membrana citoplasmatica de las células consssteuna bicapa de
fosfolipidos y forma una matriz en la que estamustadas las enzimas y proteinas de
transporte. Estas ultimas permiten la captacioected y la excrecion de solutos.
Ademas de su papel en el transporte de solutosgtabrana citoplasmatica juega un
papel crucial en el mantenimiento del estado etiemgée la célula, la regulacién del
medio intracelular, la presion de turgencia, langthuccion de sefales y de energia
(Sikkema y col., 1995). En general, la membrangptasmatica de las bacterias tiene 2
funciones principales: (a) la funcidn de barreraley transduccién de energia, que

permiten a la membrana formar gradientes ionicessgupueden utilizar para conducir
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los diversos procesos, y (b) la formacion de unaimpara las proteinas embebidas en
la membrana (como el complejo integrado de membifaniz la ATP sintasa) (Hensel
y col., 1996; Sikkema y col., 1995; Tongnuanch@egjakul, 2014).

Las células se adaptan a los estimulos externosanteda alteracién de la
composicion de lipidos, de manera que la fluideladd@capa permanece relativamente
constante (Sikkema y col., 1995). La membrana litwpatica tiene una baja
permeabilidad para las moléculas polares, miempuaslos compuestos apolares, tales
como hidrocarburos ciclicos, pueden penetrar fé&ibm en la bicapa lipidica. La
transferencia de estas moléculas a través de labraem por lo tanto, es muy

probablemente un proceso de difusion.

La mayoria de los estudios que investigan la acdénos AEs contra los
microorganismos alterantes y los patdgenos traidmsitpor los alimentos estan de
acuerdo en que, en general, los AEs son mas adteate a bacterias Gram-positivas
que frente a bacterias Gram-negativas; estas dde® en la susceptibilidad pueden
estar relacionadas con la presencia de la memlesigana en las Gram-negativas
(Burt, 2004; Tongnuanchan y Benjakul, 2014). Log:enos lipofilicos de los acidos
lipoteicoicos en la membrana celular de las baagg@ram-positivas pueden facilitar la
penetracion de los compuestos hidréfobos de los(BBg y col., 2000). Por otro lado,
la resistencia de las bacterias Gram-negativas Alis se asocia con el papel protector
de las proteinas extrinsecas de membrana o Igmlipacaridos de la pared celular, lo
que limita la velocidad de difusion de los compagsdtidrofobos a través de la capa de
lipopolisacéarido (Burt, 2004). La disipacion de lgsadientes ionicos conduce a un
deterioro de los procesos esenciales en la céluimaymente a la muerte celular
(Tongnuanchan y Benjakul, 2014; Ultee y col., 1999) actividad antimicrobiana en
bacterias Gram-negativas implica un retardo dedtefgor lo que para lograr el mismo
efecto letal se requeriria una exposicion mas lartlas AEs (Fisher y Phillips, 2008;
Kokoska y col., 2002; Okoh y col., 2010; Reyes-darg col., 2015; Tongnuanchan y
Benjakul, 2014).

Sin embargo, no todos los estudios sobre AEs lgadio a la conclusion de que
los Gram-positivos son mas susceptibles. De hedbimmonas hydrophilgGram-
negativa) parece ser una de las especies maslssr{8brt, 2004). Se ha postulado que
los componentes individuales de los AEs preseniferedtes grados de actividad

contra microorganismos Gram-positivos y Gram-negatiy se sabe que la
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composicion quimica de los AEs de una especie akgeirticular puede variar de

acuerdo con el origen geogréfico y el periodo dgecba. Por tanto, es posible que la
variacion en composicion entre los lotes de AEsssdigiente para causar variabilidad
en el grado de susceptibilidad de las bacteriam@regativas y Gram-positivas. Dentro
de las bacterias Gram-negativ®seudomonasy en particulaiP. aeruginosaparece

ser menos sensible a la accion de los AEs (Bu@4 20

Entre los componentes de los AEs, el carvacroldracdtrado que ejerce una
accion antimicrobiana distinta (Veldhuizen y c@Q006). El carvacrol es el principal
componente del AE de orégano (60% a 74% carvagrdh tomillo (45% carvacrol)
(Arrebola y col., 1994). Se sabe que este compengahe un amplio espectro de
actividad antimicrobiana frente a bacterias Gramitp@s y Gram-negativas (Friedman
y col., 2002). El carvacrol desintegra la membramterna de las bacterias Gram-
negativas, produciendo la liberacion de lipopolisams y el aumento de la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica al ARt 2004). Sobre las bacterias
Gram-positivas, el carvacrol es capaz de interactoia las membranas de las bacterias
y alterar la permeabilidad para cationes tales ceinpg K* (Tongnuanchan y Benjakul,
2014; Veldhuizen y col., 2006).

El AE de romero Rosmarinus officinaljs exhibio actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram-negativ&s €oli y Klebsiella pneumonigey Gram-positivas§.
aureusy B. subtilig (Okoh y col., 2010). Los componentes principalet AE de
romero son monoterpenos tales cotpineno,B-pineno, mirceno 1,8-cineol, borneol,
alcanfor y verbenona (Okoh y col., 2010), cuyatmiactividad antimicrobiana se debe
a la ruptura de la membrana bacteriana (Knoblocbly 1989). Aguirre y col. (2013),
Burt, (2004) y Pelissari y col. (2009) también haformado de que el AE de orégano
tiene mayor actividad antimicrobiana contra lastdéré@s Gram-positivasS( aureup
que las Gram-negativag.(coliy Pseudomonaspp.). Los principales componentes del
AE de orégano son timol, carvacrgtterpineno yp-cimeno (Lambert y col., 2001;
Burt, 2004; Aguirre y col., 2013). Sin embardd, putidaes resistente a los AEs de
semilla de zanahoria y al de perejil (Teixeira ¥.,cB013).E. coliy S. typhimurium
también son tolerantes a los AEs de semilla dehzaizg de pomelo, de limon, de

cebolla y de perejil (Tongnuanchan y Benjakul, 2014

La actividad antimicrobiana del AE dgallistemon comboynensse observo

frente a bacterias Gram-positiva. (subtilisy S. aureuy Gram-negativasPfoteus
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vulgarisy P. aeruginosg y la levadura patogen@andida albicansEsto puede estar
asociado con el alto contenido de compuestos oadmn(Abdelhady y Aly, 2012). El
AE de C. comboynensisontenia 1,8-cineol (53,03%), eugenol (12,1%),ilneeigenol
(8,3%), a-terpineol (4,3%), y carveol (3,4%) (Abdelhady yAR012). Teixeira y col.
(2013) encontraron que la mayor reduccion micrabidog 8,0 ufc/mL) se obtuvo
cuando los AEs de cilantro, de orégano y de romseratilizaron a un nivel de 20 pL
para inhibir L. innocua El AE de tomillo (20 pL) fue capaz de inhibir tarL.
monocytogenesomo L. innocua Sin embargo, el AE de romero exhibe la CMI méas
alta (90,8 mg/mL) contrBrochothrix thermosphacta S. typhimurium Por lo tanto, los
AEs de las plantas se pueden usar como agentesi@obianos para aplicaciones en
alimentos, asi como otros fines; sin embargo, tvidad es muy variable dependiendo
del tipo de AE utilizado (Tongnuanchan y Benjalia@d14).

3.5. Los AEs como conservantes. Factores que afectan affecto

antibacteriano de los AEs o de sus componentes @s khlimentos.

La capacidad de los AEs de plantas para protegemlilmentos contra los
microorganismos patdgenos y alterantes ha sidolaskfigpor numerosos autores
(Espina y col., 2013; Friedman, 2006; Lis-Balchircgl., 1998; Rojas-Gral y col.,
2007; Tongnuanchan y Benjakul, 2014).

Varios estudios han estudiado el efecto de los coemtes de los alimentos en
la resistencia microbiana a los AEs, pero ninguaceqe haber cuantificado o haber
explicado el mecanismo, aunque si se han sugedsiblps causas. Se postula que la
mayor disponibilidad de nutrientes en los alimemosomparacion con los medios de
laboratorio puede permitir que las bacterias repal@s células dafiadas mas
rapidamente (Burt, 2004). En general, se ha esfdoleque en los alimentos son
necesarias concentraciones mas altas de AEs, guacacion con los ensayos vitro,
para lograr el mismo efecto. Se ha determinado tuerelacion debe ser
aproximadamente dos veces en la leche semi-deandt@idveces en la salchicha de
higado de cerdo, 50 veces en la sopa y 25 a 1@3 wecel queso fresco. Sin embargo,
paraAeromonas hydrophilao hubo diferencia entre experimentos “in vitroéry carne
de cerdo cocida y lechuga (Burt, 2004; Tajkarirnol;, 2010).
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Las especias y las hierbas se utilizan sobre tadel eango de 500-1000 mg/L
en los sistemas alimentarios. Algunas especia®niatctividad antimicrobiana mas
fuerte que otras y para ser eficaces algunas masezincentraciones de 1000 mg/L o
superiores (Ceylan y Fung, 2004; Tajkarimi y c2010).

La eficacia antimicrobiana de los antimicrobianesodgen vegetal depende de
factores tales como los métodos de exposiciongsa de vapor en comparacion con el
método de contacto directo), las caracteristicatoslenicroorganismos (volumen de
in6culo, fase de crecimiento, el medio de cultigado) y propiedades intrinsecas
(contenido de grasa/proteinas/agua, antioxidaoteservantes, pH, sal, otros aditivos)
o propiedades extrinsecas de los alimentos (tiengancubacion/temperatura, el
envasado en vacio/gas/aire, la estructura fisidasdalimentos) (Burt, 2004; Tajkarimi
y col., 2010).

Generalmente, la susceptibilidad de las bactetiateato antimicrobiano de los
AEs parece aumentar con una disminucién en el gHaldeento, la temperatura de
almacenamiento y la cantidad de oxigeno dentro etebalaje. A pH bajo la
hidrofobicidad de los AEs aumenta, permitiendo sgi€lisuelvan mas facilmente en los

lipidos de membrana de las bacterias diana (BoO®4 R

El menor contenido en agua de los alimentos, erpacecion con los caldos de
cultivo del laboratorio, parece obstaculizar/difiau el progreso de los AEs hasta el
sitio diana de la célula microbiana (Burt, 2004).

En general, se supone que los altos niveles da gfagproteina en los alimentos
protegen a las bacterias de la accion del AE. anmo, si el AE se disuelve en la fase
lipidica de los alimentos, estarda menos disponjlalea que pueda actuar sobre las
bacterias presentes en la fase acuosa (Burt, ZX4-Roda y col., 2012a, 2012b). El
contenido en proteinas también se ha propuesto confiactor que inhibe la accion del
AE de clavo er8. enteritidisen queso liquido bajo en grasa (Burt, 2004). Eteaaje
de grasa podria ejercer una mayor influencia qypéiedobre el efecto antibacteriano de
los AEs (Burt, 2004). Sin embargo, los hidratosadono de los alimentos no parecen
proteger a las bacterias de la accion de los AR® teomo lo hacen las grasas y las
proteinas (Burt, 2004).

La actividad antimicrobiana de los AEs también esifuenciada por la

disponibilidad del oxigeno. Esto podria ser delatithecho de que cuando hay poco
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oxigeno presente, menos cambios oxidativos puezter tugar en los AEs y/o a que
las células que obtienen energia a través del wletaim anaerébico son mas sensibles

a la accion toxica de los AEs (Burt, 2004).

En general, los AEs han demostrado que poseen uage f actividad
antimicrobiana contra microorganismos patdgenosltgraates, siendo mayor en
productos de frutas de pH bajo y almacenados aertyras superiores a las de
refrigeracion. Por otro lado, un mayor valor detfaciente de particiéon del compuesto
activo principal del AE favoreceria su difusiénraves de la membrana celular, y, por

consiguiente, su accion antimicrobiana (Raybaudésvia y col., 2009).

Cuando se afadieron concentraciones mas altas deeAEZumos de fruta y
frutas recién cortadas, se observé una mayor dativiantimicrobiana sobre los
microorganismos, pero los atributos sensorialesofuseriamente alterados (Raybaudi-
Massilia y col., 2006, 2008a, 2008b; 2009).

La temperatura de almacenamiento es otro factooiitapte que puede influir en
la actividad antimicrobiana de los AEs en productodase de frutas (Raybaudi-
Massilia y col., 2009). En tal sentido, Friedmarcal., (2004) observaron que la
actividad bactericida de diferentes AEs o0 de suspomentes activos conti coli
0157: H7 ySalmonella hadaen zumo de manzana fue superior a 37°C que alé4Gy 2
Una mayor fluidez de la membrana celular microbianaltas temperaturas podria
explicar una mayor difusion celular de los AEs (Baydi-Massilia y col., 2009).
Aronsson y Ronner (2001) indicaron que la tempesatiel medio en el que estan
suspendidas las células tiene una influencia sogifa en la determinacion de las
propiedades de fluidez de la membrana. A bajas d@eatyras, los fosfolipidos estan
estrechamente empaquetados en una estructura degigiel, mientras que a altas
temperaturas, estdn menos ordenados y la membiema wna estructura liquida

cristalina.
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JUSTIFICACION DE LA TESIS DOCTORAL

En los ultimos afios, se ha incrementado el consdma@umos de frutas
minimamente procesadas, debido por una lado, aetdeate demanda de productos
cuyas caracteristicas sensoriales y nutricionaas £ mas parecidas posible a las de
los zumos naturales; y por otro, a las evidenciastificas que demuestran que el
consumo de frutas y verduras ayuda a prevenir nsuehfermedades degenerativas,
como son las enfermedades cardiovasculares y adipus de cancer. Sin embargo,
las condiciones inadecuadas de manipulacion y Macgnamiento, favorecen que los
microorganismos patdégenos y/o alterantes puedaaroamar el producto, aumentando
el riesgo de contraer enfermedades asi como eliatetelel producto. En los ultimos
afos, se ha incrementado el nimero de brotes deradades causadas por el consumo
de zumos no pasteurizados. La pérdida de caliddnlsezumos no pasteurizados puede
ser por causas microbioldgicas, enzimaticas, qainig/o fisicas. Las pérdidas de
seguridad y calidad por causas microbiol6gicas seipgor una parte un peligro para
los consumidores por la presencia de toxinas mi@n@s y/o microorganismos
patdgenos y por otra parte importantes pérdidasdesizas por la alteracion de los

productos (Raybaudi-Massilia y col. 2009).

El procesamiento térmico es la tecnologia masatih para pasterizar zumos de
frutas y bebidas, para lo cual se pueden empléaredies combinaciones de tiempo y
temperatura. Sin embargo, como el tratamiento térrtiende a reducir tanto la calidad
nutricional del producto como su frescura sensonalla demanda de alimentos
naturales y saludables esta creciendo rapidamssnesta trabajando en la innovacion y
el desarrollo de nuevas tecnologias de conservag@mlimentos. Estas nuevas
tecnologias se pueden dividir en métodos fisicaadijpalmente métodos no térmicos)
y métodos quimicos (antimicrobianos sintéticosfaddis). Algunos de los nuevos
meétodos no térmicos de pasterizacion desarrollddoante el Ultimo par de décadas,
incluyen la alta presién hidrostatica (APH), la lnganeizaciéon a alta presion (HPH),
los impulsos de campo eléctrico (PEF), y el ultnédo (US). Estas técnicas emergentes
parecen tener el potencial de proporcionar zumosudas seguros con caracteristicas

similares a los naturales y con prolongacion deda util (Rupasinghe y Yu, 2012).

Tradicionalmente se han empleado conservantestiso®épara conservar los

alimentos y para prevenir el crecimiento de patégeisin embargo, en los ultimos
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afos, las preferencias de los consumidores poreatos sanos y seguros
microbiolégicamente, con niveles mas bajos 0 auaede conservantes quimicos, con
caracteristicas mas naturales y similares a lodustos frescos se han incrementado,
por lo que el interés por el uso de sustanciasn&rtibianas naturales que eviten el
deterioro microbiolégico de los zumos no pasteddzay que garanticen tanto su
seguridad como su calidad ha aumentado signiferaiente (Raybaudi-Massilia y col.
2009; Reyes-Jurado y col. 2015).

Los agentes antimicrobianos sintéticos se considaditivos alimentarios, por
lo que su uso en los alimentos se rige tanto pgulaeiones internacionales como
nacionales (Raybaudi-Massilia y col. 2009). De adoiecon estas normativas, la
mayoria de los antimicrobianos naturales estanrgknente reconocidos como seguros
(GRAS); y los limites se establecen en funcionuergen, la ausencia de toxicidad, la
ingesta diaria admisible (IDA) y los efectos solm® atributos sensoriales (Burt, 2004;

Raybaudi-Massilia y col. 2009; Zinoviadou y coD13).

Los aceites esenciales (AEs) obtenidos a partipldetas aromaticas son una
fuente diversa y Unica de productos naturales,sgpmeutilizados como bactericidas y
fungicidas en la industria y pueden ser consideradgredientes. Debido al creciente
interés de los consumidores por ingredientes dgoematural y su preocupacion por los
aditivos sintéticos potencialmente dafinos, hoyienla demanda mundial de AEs es
cada vez mayor (Reyes-Jurado y col. 2015). Sin egobael uso de altas
concentraciones de AES 0 sus compuestos activo® egentes antimicrobianos en
frutas y zumos frescos estaria limitado debido a sfectos adversos sobre las
propiedades sensoriales. Por lo tanto, se requéengtinaciones con otros métodos de
conservacion para disminuir su impacto sensorialem® manteniendo el efecto

antimicrobiano (Raybaudi-Massilia y col. 2009).
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del tratamiento combinado emperatura moderada,
ultrasonidos (US) y aceites esenciales (AEs) stebalidad microbioldgica y fisico-

quimica de zumos naturales (ZNs).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar y modelar mateméticamente el efecto @wmilo de la
termosonicacion y el aceite esencial de hoja delagAEC) sobre la inactivacion &
cerevisiae Optimizar los parametros del tratamiento en catido cultivo TSB y

comparacion en zumo natural de naranja (ZnN).

Determinar la maxima concentracion de aceite eakdeihoja de canela (AEC)
aceptada por los consumidores en zumos naturahNs.(Z

Determinar el efecto combinado de la termosonicagi@l aceite esencial de
hoja de canela (AEC) sobre la inactivacionSdeerevisia@n zumo natural de naranja

(ZnN) y en zumo natural de granada (ZnG).

Determinar el efecto de la sonicacion sobre lodrpatros fisico-quimicos, los
compuestos bioactivos, la calidad microbiolégicéawida util del zumo natural de

naranja (ZnN).

Determinar el efecto de la termosonicacion y elta@asencial de hoja de canela
(AEC) sobre los parametros fisico-quimicos, comfmsebioactivos y su estabilidad en
el zumo natural de naranja (ZnN) y en el zumo @hide granada (ZnG) empleando la

metodologia de superficie de respuesta (MSR).

Determinar el efecto combinado de la termosonicagi@l aceite esencial de
hoja de canela (AEC) sobre la inactivacion He coli O157:H7 5297 yL.
monocytogenesM82 en zumo natural de manzana (ZnM).
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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de la sonicacibn comainamh temperaturas
moderadas y con antimicrobianos naturales sobiredivacion de un microorganismo
alterante,Saccharomyces cerevisjag dos microorganismos patégen@scherichia
coli O157:H7 5297 \Listeria monocytogeneEM82, en zumos naturales (ZNs) de
naranja, de granada y de manzana (ZnN, ZnG y Zebkperctivamente) y su posterior
supervivencia en condiciones de refrigeracion. Seektudiado el efecto de estos
tratamientos sobre las propiedades fisico-quimiescontenido en compuestos
bioactivos, la actividad antioxidante y la micradonatural de ZNs y la posterior
estabilidad de algunos parametros de calidad y aestps bioactivos en condiciones de

refrigeracion.

Se ha determinado la concentracion minima inhikit@€CMI) de S. cerevisiae
frente al aceite esencial de hoja de canela (AE€jiante el seguimiento en el tiempo
de la densidad optica (DO) del cultivo en placarderotitulacién (microtiter). Se ha
estudiado la inactivacion d&. cerevisiaeen caldo de Tristona-Soja (TSB) tratado por
termosonicaciéon (24 kHz; 10fm; 33,31 W/mL; 30 minutos; 30° 40° 50°C)
combinado con AEC para optimizar los parametroseyha comparado con la
supervivencia deS. cerevisiaeen ZnN. Se ha modelado matematicamente la
supervivencia des. cerevisiaeen TSB y en ZnN ajustando los datos experimentales
usando los modelos "Shoulder+log-linear” y “Weib&InaFiT). Se ha determinado
por andlisis sensorial la concentracibn maxima BE€ Aceptada por los consumidores
en ZnN y ZnG. Se ha estudiado la inactivacionSdecerevisiaeen los ZNs con
termosonicacion (24 KHz; 33,31 W/mL; 30 minutos®Gpy la concentracion de AEC
aceptada por los panelistas asi como su supena/ba condiciones de refrigeracion
(5°C, 28 dias). Se sometio a sonicacion (24 kH3;t0; 33,31 W/mL; 1, 10, 20 y 30
minutos; <46°C) ZnN recién exprimido para evaluaimspacto sobre las propiedades
fisico-quimicas, los compuestos bioactivos, lavatdid antioxidante y la microflora
natural, asi como sobre los atributos sensorialasvida Gtil. Se utilizé la metodologia
de superficie de respuesta (MSR), en base a uiaegerimental de Box-Behnken de
tres factores y tres niveles, para estudiar ekefée la termosonicacién y el AEC sobre
los parametros de calidad del ZnN y del ZnG. Sederod los parametros de color, pH,

°Brix, se determin6 el contenido en fenoles tofalleyonoides totales, carotenoides
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totales y antocianinas monomeéricas totales (FT,, 9T, AMT, respectivamente),
ademas de la actividad antioxidante después de tretamientos. También se
determinaron los pardmetros de color de ambos zuo®w&T de ambos zumos, los CT
del ZnN y las AMT del ZnG de las muestras consesaa 5°C durante 30 dias. Se
determind la CMI de varios antimicrobianos natwsaentraE. coli O157:H7 5297 y..
monocytogeneEM82 mediante el seguimiento en el tiempo de la @&D cultivo en
placa de microtitulacion (microtiter). Se estud& ihactivacion deE. coli O157:H7
5297 yL. monocytogenesM82 en ZnM tratado por termosonicacion (24 KH3;3
W/mL; 5 minutos; 40°C) y AEC (20 mg/L), y su posber supervivencia bajo

condiciones de refrigeracion (8°C, 28 dias).

La CMI del AEC par&S. cerevisiadue de 650 mg/L. El uso combinado de la
termosonicacién y del AEC a 50°C mejoré significatnente la inactivacion dg.
cerevisiaeen TSB y ZnN, obteniéndose los valores mas akomalctivacion en TSB.
En general, el ajuste de los datos experimentadles modelos "Shoulder+log-linear” y
“Weibull” fue bueno, con unos valores dé&R,90. La concentracién de AEC aceptada
por los panelistas en los ZNs fue de 20 mg/L. &htniento mas eficaz para inactiGr
cerevisiaefue la combinacion de US y de AEC (20 mg/L) dueaB® minutos a 50°C,
pues, de una poblacion inicial de 5,13 log ufc/sé.Jograron reducciones logaritmicas
significativas de 2,81+0,19 en ZnG y de 2,52+0,2&eN. Durante el almacenamiento
en refrigeracion (5°C; 28 dias), la poblaciénSiecerevisiaeen ZnN y ZnG, tratados
con AEC y US a 50°C durante 30 minutos, disminuygb#40,19 y 0,68+0,16 log,
respectivamente. La sonicacion del ZnN durante2@@; 30 minutos, tiempo durante el
cual la temperatura se elevd a 43-45°C, mostré mepra en la mayoria de los
compuestos bioactivos en comparaciéon con las nasestatadas durante 1 minuto y las
muestras sin tratar. También se registraron difeserreducciones microbianas
significativas en funcidén de los tiempos de son@acEn las condiciones de proceso
utilizadas en el estudio en el que se empled la MBR ajustes de los modelos
simplificados desarrollados a los datos experiniestabtenidos de los parametros de
color, pH, °Brix y el contenido en FT, FvT, CT, AMf la actividad antioxidante se
correlacionaron estrechamentezagﬂ 0,92); pero alguno de los parametros de calidad
determinados (°BR§ra 1Cnas PHznas %0INhunas FTisozga %0INhygr) tuvieron un menor
grado de ajuste (Za entre 0,84 y 0,89). Durante el estudio de estdalli bajo

condiciones de refrigeracion, los gply los parametros de color (t30) de ambos zumos
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fueron los parametros de calidad con menor gradgudte a los modelos simplificados
(R2a1-<0,30). En TSB, el AEC fue el antimicrobiano mascéfo inhibiendo el
crecimiento dee. coli O157:H7 5297 y dé. monocytogenesM82. L. monocytogenes
LM82 fue la bacteria mas sensible, excepto pareoeiponente limoneno del que se
necesitd una menor concentracion para inhibiregigriento deE. coli O157:H7 5297.
En el ZnM, se obtuvo una reduccion significativa ldepoblacion microbiana en
comparacion con los controles pa&tacoli 0157:H7 5297. El tratamiento mas efectivo
para inactivar las células bacterianas fue la coadiddn de US y AEC durante 5
minutos a 40°C, obteniéndose una reduccion logadtisignificativa de 0,87+0,07 y
5,39+0,17 pard.. monocytogenesM82 y E. coli O157:H7 5297 respectivamente. Al
final del periodo de refrigeracion (8°C, 28 diasg obtuvieron valores 0 en los
recuentos de células viablesHEecoli 0157:H7 5297 en ZnM tratado con US y AEC a

40°C durante 5 minutos.

Los resultados del presente estudio indican gusotacacion combinada con
temperatura moderada y AEC puede emplearse comdégnica adecuada para el
procesamiento de ZNs, y se pueden aplicar pararanepu seguridad y calidad
nutricional. El disefio Box-Behnken y la MSR han detrado ser una técnica eficaz
para modelar el efecto de la termosonicacion eralidad de los zumos naturales de

fruta y en reducir al minimo el nimero de experitosmequeridos.
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ABSTRACT

Minimal inhibitory concentration of cinnamon leatsential oil against.
cerevisiaewas determined using absorbance measurements daseel microtiter plate
assay. It has been evaluated and modelled thevalinfiS. cerevisiaén Trypticase Soy
Broth and natural orange juice processed by cormdbuse of thermo-ultrasound and
cinnamon leaf essential oil. The resistanc& oterevisiaeells to the combined action
of thermal treatment and ultrasound was analyzedrypticase Soy Broth with
different concentrations of cinnamon leaf essentilat 30, 40 and 50°C. It were
selected the best conditions of inactivation in T&Bstudy the inactivation o8.
cerevisiae in natural orange juice. Experimental data wertedi by using the
“Shoulder+log-linear” and “Weibull” models (GInaFiTThe maximum concentration
of cinnamon leaf essential oil accepted by consanmenatural orange and pomegranate
juices was determined by sensory analysis. Thdivaion of S. cerevisiaen natural
orange and pomegranate juices untreated (contnol)trated with mild temperature
(50°C), cinnamon leaf essential oil, thermo-ulttagb (24 KHz; 33.31 W/mL; 30
minutes; 50°C), or thermo-ultrasound plus cinnarneath essential oil and its survival
under refrigerated conditions (5°C, 28 days) wetelisd. Freshly squeezed orange
juice was sonicated (for 1, 10, 20 and 30 minutedakHz frequency) to evaluate its
impact on selected physico-chemical characteristnes bioactive compounds, such as
total phenols, flavonoids, DPPH radical scavengiotyvity, total carotenoids, ascorbic
acid, pH, °Brix and color parameters. Additionallye effects of sonication treatments
on the microbial load were also evaluated. It ha&enb used response surface
methodology to study the effect of thermosonicat@onl essential oil on orange and
pomegranate juice quality parameters. Natural fresinge and pomegranate juice
samples were continuously sonicated at a consteguéncy of 24 kHz for a range of
processing temperatures (50-60°C), amplitude ley@s00%) and CLEO (0-320
mg/L). Color parameters (CI, TINT, %YE, %BLUE, %REIPH, °Brix, total phenols,
flavonoids, carotenoides, anthocyanins content waeasured. Response surface
methodology (RSM) based upon a three-factor, tteeet Box—Behnken experimental
design was used to determine the effect of indeg@ndariables. Minimal inhibitory
concentration of essential oils agaihstmonocytogenekM82 andE. coli O157:H7
5297 was determined using absorbance measuremas¢sl lon the microtiter plate
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assay. It has been evaluated the survivalL.oimonocytogenesM82 and E. coli
0157:H7 5297 in natural apple juice processed lmhined use of thermo-ultrasound
and essential oils. The resistancé.omonocytogenelsM82 andE. coli O157:H7 5297
cells to the combined action of thermal treatmemd altrasound, was analyzed in

natural apple juice with cinnamon leaf essentibhbi0°C.

The combined use of thermo-ultrasound and cinnareai essential oll
enhanced the inactivation 8f cerevisiaén TSB and natural orange juice, obtaining the
best results in TSB. The most effective treatmentinactive yeast cells was the
combination of ultrasound and cinnamon leaf esakotl during 30 minutes at 50°C,
which, from an initial population of 5.13 log cfulmachieved significant 2.81+0.19
and 2.52+0.26 log reductions in natural pomegramaaig orange juices respectively.
During refrigerated storage (5°C, 28 days), $hecerevisiagoopulation in orange and
pomegranate juices, treated with ultrasound andaoion leaf essential oil at 50°C for
30 minutes as previously described, decreased Q.59+and 0.68+0.16 log
respectively. Sonication of natural orange juicengl@s for 10, 20 and 30 minutes,
times which the temperature rose to 43-45°C, showmshncement in most of the
bioactive compounds compared to samples treated fminute and control samples
(untreated). Significant reductions in the micrébd@ad corresponding to sonication
time were also recorded. Under process conditiaesl un this study, the most of the
model predictions developed for colour values aiwédiive compounds were closely
correlated (R>0.92) to experimental data. The combined use erfi-ultrasound and
cinnamon leaf essential oil enhanced the inactwabifL. monocytogenesM82 andE.

coli O157:H7 5297 in natural apple juice.

Results of the present study indicate that sominattoupled with mild
temperatures and natural antimicrobial may be eyeplcas a suitable technique for
fruit juice processing, and may be applied to imprdheir safety and nutritional
guality. Box—Behnken design and RSM was demonsltritde an effective technique
to model the effect of sonication on juice quahtile minimising the number of

experiments required.
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CAPITULO 1. ESTUDIO DEL EFECTO COMBINADO DE
LA TERMOSONICACION Y EL ACEITE ESENCIAL DE
HOJA DE CANELA SOBRE LA INACTIVACION DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE EN CALDO DE CULTIVO
Y EN ZUMO NATURAL DE NARANJA

1.1. Justificacion del estudio

Las levaduras son un grupo de microorganismos nssjtes del deterioro de
los alimentos, en algunos casos son un serio pr@bfeara la industria alimentaria, ya
gue hace a los productos no aceptables para elrmonbiumano y produce graves
pérdidas econdmicas. Las levaduras son alteraatgsad importancia en los alimentos
con pH bajo, alto contenido en azucar, alto codteen sal y en aquellos que contienen
los conservantes sorbato o benzoato (Loureiro, ;2000Qreiro y Malfeito-Ferreira,
2003; Marx y col., 2011; Praphailong y Fleet, 19%)I) deterioro es causado por la
fermentacion alcohdlica con la produccion de,Cgilfuro de hidrogeno y otros gases
que provocan malos olores (Basak y col., 2002eratido asi las propiedades
sensoriales de los alimentos como resultado detilidad metabolica de las levaduras
(Loureiro y Querol, 1999).

S. cerevisiaees una importante levadura responsable del dededi® alimentos
en la industria alimentaria (Marx y col., 2011; riRgtani y col., 2009; Tournas y col.,
2006; Tudor y Board, 1993) incluso en condicionesedrigeracion (Goh y col., 2007).
Hoy en dia, la pasterizacion a alta temperaturardarun corto periodo de tiempo (95-
98°C, 20-30s) es el método mas comun para el @ogesto de los alimentos acidos
con el fin de inactivar microorganismos y enzim@®m embargo, los tratamientos
térmicos intensos pueden alterar las propiedadganolépticas y nutricionales de los
alimentos (Ashokkumar y col., 2008; Soria y Vill&thi2010).

Hoy en dia, debido a la creciente demanda de alowveinescos y de mayor
calidad, se ha incrementado el interés por lasotegras de procesamiento no térmico
destinadas a la inactivacion de microorganismos pen cambios insignificantes en el

valor nutricional y organoléptico de las materiasmps. Por ello, la industria
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alimentaria esta interesada en el desarrollo delegias emergentes de procesamiento
moderado como la luz ultravioleta, los campos eté#Exd y magnéticos pulsados, alta
presiéon hidrostatica, US, etc., no s6lo para obtetinentos de alta calidad con
caracteristicas similares a las de los productescfs, sino también alimentos con
propiedades mejoradas y/o nuevas (Patrignani y 26D9). Entre estas tecnologias
emergentes, se ha prestado durante los ultimosesipesial atencion al US (Piyasena y
col., 2003) como una posible tecnologia emergepteahservacion en combinacion
con otras barreras para alcanzar el efecto devaain deseado.

Después de varias décadas utilizando conservamtegicos, y debido a la
creciente demanda por parte de los consumidoressud#ituirlos por aditivos
alimentarios naturales, se estan proponiendo AEsscomo una buena alternativa para
la conservacion de alimentos (Chanthaphon y cd@082 Kloucek y col.,, 2012;
Nanasombat y Wimuttigosol, 2011; Tserennadmid y, @)11; Viuda-Martos y col.,
2008), ya que los AEs tienen un amplio espectram@robiano de accion contra
bacterias, mohos y levaduras, y ademas, la mageriallos son considerados como
sustancias GRAS (Prakash y col., 1012; Singh y, 20110) y son aceptados por los
consumidores a ciertas concentraciones en los riomgFisher y Phillips, 2008). Sin
embargo, el uso de estos compuestos a nivel caheciaun limitada debido a varios
factores como el impacto en los atributos senswial en algunos casos, cuestiones
reglamentarias relativas a su uso. Por ello, pajanar la actividad antimicrobiana, los
AEs y/o sus componentes se han utilizado en comidimacon otros agentes
antimicrobianos naturales y tratamientos moderausrgentes (Raybaudi-Massilia y
col., 2009).

El objetivo especifico del estudio fue determinar letalidad del efecto
combinado del US, el AEC y el tratamiento térmicoderado sobré&. cerevisiaesn

caldo de cultivo y en zumo natural de naranja.
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1.2. Disefo experimental y metodologia

1.2.1. Preparacion de los in6culos

La cepa de5. cerevisiadue aislada e identificada por Valverde y col. @0%

se conservd a -80°C en viales Microbaik(Pro-labo Diagnostics, Neston, Wirrall,
UK). Cada dos meses se abrié uno de los vialesulsigd el cultivo madre en TSB
(Cultimed, Barcelona, Spain) durante 24 horas &£2b%e sembrd en placas de PCA
(Cultimed, Panreac Barcelona, Spain) con cloran@riCf) a 0,1 g/L (Tournas y col.,
1998). Los in6culos d&. cerevisiaese prepararon mediante la transferencia de una
colonia obtenida en placa de PCA-Cf a TSB, quensghbid durante 24 horas a 25°C
antes de ser almacenada a -20°C en una soluciéhS8eGlicerol (40:60%). Los
cultivos frescos para los experimentos se realizamn un asa de siembra estéril por
incubacion en TSB de una colonia de un cultivo pducante 24 horas a 25°C. Los
in6culos se estandarizaron por dilucion en TSBahasa densidad 6ptica (DO) de 0,1 a
600 nm (Nicolet Evolution 300, Thermo Electron Gmgtion) que equivale a una
concentracién de levadura de’1ffc/mL. Las poblaciones de levadura se estimaron
mediante la difusién de alicuotas diluidas adecsiatdre placas PCA-Cf, seguido de

incubacion a 25°C durante 48 h.

1.2.2. Preparacion de las soluciones madre de aceite esahde hoja de
canela (AEC)

El AEC (p= 1,0524 g/mL; GC-FID: 74,32% eugenol, 2,98% bebehzoato,
valores nominales) fue donado por Destilerias Mu@atvez, SA (Murcia, Espafa).
Las soluciones madre se prepararon siguiendo ladoleigia de Souza y col. (2005),
utilizdndose Tween 20 (0,8%). Las concentracionesayadas fueron 5.200, 2.600,
1.300, 650, 320, 160, 80, 40, 20, 10 y 0 mg/L (et

1.2.3. Actividad antimicrobiana del AEC. Determinacion dela CMI, de

las CPIs y del %IC

Se determind la CMI del AEC contfa cerevisiagnediante el seguimiento en el

tiempo de la DO del cultivo en placas de micragitidn (microtiter) de 96 pocillos
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(Sarstedt Ltd.). El ensayo se baso6 en trabajosiarge (Gutierrez y col., 2009) con
algunas modificaciones. A cada uno de los pociilariadio 150L de TSB. Alicuotas
(150 pL) de las soluciones madre de AEC se afiad@rprimer pocillo de la primera
columna de una placa de microtitulacion y se dilag€el/2 a lo largo de cada fila. Por
Gltimo, se afiadi6 150 pL de TSB con una concerdmadie S. cereviciaede ~18
ufc/mL a los pocillos. Para los controles positives afiadié al pocillo 150 pL de TSB
estéril y 150 pL de TSB con una concentracién d@& tfc/mL de indculo. Para los
controles negativos, se afiadié al pocillo 150 plcalecentraciones de AEC y 150 pL
de TSB estéril. Las microplacas se colocaron esspéctrofotometro de microplacas
Multiskan Ascent® (Thermo Electron Corporation)stgdo a 25°C. La DO se registro
a 595 nm cada hora durante un periodo de incubat@b@4 h. Para determinar la
actividad antimicrobiana de cada concentracionyatkss se comparo el area debajo de
la curva DO/tiempo del control con las areas detasbas y se expresé como %IC. La
CMI se consider6 como la concentracion mas baja de gueCcausoé el 100 %IC. Se
consider6 como CPI a cualquier concentracion de A€ior a la MIGoo que produjo
una inhibicién del crecimiento de entre el 0% y180% (Cava-Roda y col., 2012b).

Cada experimento se realizo por triplicado y lesitados se expresaron en mg/L.

1.2.4. Efecto de los tratamientos de termosonicacion conEC sobre S.

cerevisiae

Los tratamientos termosonicacion se llevaron a aaban vaso cilindrico de
doble pared (diametro interior de 4 cm; altura ¢ @n), por la que se hizo circular
agua refrigerada con un bafio (modelo Digit-CooB&Recta®) para alcanzar vy fijar la
temperatura de 30, 40 0 50°C. La temperatura dab bde refrigeracion se fijo
adecuadamente para cada uno de los tratamienti@snad@sonicacion y fue controlada
con un termémetro esterilizado para mantener lgpé¢eatura deseada en la muestra
tratada. EI US (24 kHz; 105m; 33,31 W/mL; 30 minutos) se aplicé continuamexe
un procesador ultrasénico UP200H (Hielscher Ultmaso Technology) usando una
sonda S3 (Hielscher). El efecto de los tratamientasibién se ensayd con
concentraciones de AEC de 650, 320,160, 80, 40ngAL. Para cada tratamiento, se
inoculé TSB estéril, previamente calentado a lapenatura deseada, con una poblacion

de S. cerevisiag(~1®° ufc/mL). Durante cada uno de los tratamientostosearon
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alicuotas a intervalos fijos y se hicieron dilu@endecimales seriadas en agua de
peptona. Se realizaron tres réplicas por tratamidms recuentos de células viables se
determinaron inmediatamente después de cada ilteteatiempo hasta el final del
tratamiento utilizando el método de vertido en alaon PCA-Cf. Se hicieron dos
placas por dilucion y se incubaron a 25°C durar@eh4(Ciccolini y col., 1997;
Gastélum y col., 2012; Guerrero y col., 2001a; @rery col., 2005; Lépez-Malo y
col., 1999; Lépez-Malo y col., 2005b).

Después de los tratamientos en TSB, se selecciot@somejores condiciones
de tratamiento para estudiar la inactivacionSdecerevisiaeen ZnN (pH: 3,97+0,01;
°Brix: 11,6+0,15). El proceso experimental fue eémmo que el descrito anteriormente.
Las naranjas se recogieron en un huerto local é@emi Murcia, Espafia), se
mantuvieron a 5°C durante 1 dia antes de la elaldoralel zumo y los frutos dafiados
se descartaron. Las frutas se lavaron con agua algesecarlas. Las naranjas se
exprimieron (Citro Nueva 100W, Solac) en condiceasépticas. El ZnN se pasterizo y
se almacend en la oscuridad a -20°C hasta losmieaitos de termosonicacion.
Siguiendo el procedimiento descrito por Ait-Ouazzpicol. (2013), se utilizdé un
método de agitacion vigorosa mediante un agitad&@C{H TQ, agitador magnético

multipunto, Espafia) para preparar las muestrasitiecan AEC.

1.2.5. Ajuste de las curvas a los modelos “Shoulder+logAear” y
“Weibull”

Las curvas de supervivencia se obtuvieron graficaad logaritmo de los
supervivientes frente al tiempo. Los valores Dnfpe para inactivar el 90% de la
poblacién) se determinaron a partir de la porcigadl de las curvas de supervivencia
graficando el logaritmo de los supervivientes feeat tiempo. Los datos que no se
ajustaban adecuadamente al modelo lineal habitudedtruccion térmica, se ajustaron
por los modelos “Shoulder+log-linear” y “WeibullGInaFiT, un programa gratuito
para Microsoft Excel, se utilizé para modelar laética de inactivacion (Geerard y col.,
2005). ElI modelo “Shoulder+log-linear” tom6 en cizeun hombro antes de una
disminucién en el tamafio de la poblacion y los sla®ajustaron utilizando la ecuacion
(Ec.1.1) de Geerard y col. (2000):

59



Capitulo 1. Estudio del efecto combinado de la tsonicacion y el aceite esencial
de hoja de canela sobre la inactivaciérsdecharomyces cerevisiaa caldo de
cultivo y en zumo natural de naranja

exXP Kyax US1)
1+ (expK, . OS1) —1) Dexpk,, )

N =N, OexpEk, .. Dt)[{ j (Ec. 1.2)

donde;

N es la concentracion de células (ufc/mL) despeésndtiempo de tratamiento t
(minutos), N es la concentracion inicial de células (ufc/mlyades la tasa maxima de
inactivacion (minutos), y Sl es la longitud del hombro (minutos) (ile.longitud de la

fase de latencia).

El otro modelo de supervivencia probado era la &oracumulativa de la
distribucion de Weibull (Ec. 1.2). Los datos deeswjvencia se ajustaron utilizando la

ecuacion descrita por Mafart y col. (2002):

Log,y(Ny,) = LoglO(NO)—((%m (Ec. 1.2)

donde:

t (minutos) es el tiempo, ¢N(ufc/mL) es la concentracion de células como una
funcién del tiempo, d(ufc/mL) es la concentracion inicial de célulds parametro de
escala es el tiempo que lleva a la primera redocd® 10 veces de la poblacion
superviviente yp es el parametro de forma. Cuangde 1, la curva de supervivencia
muestra una forma convexag 1 significa una forma concavepy= 1 corresponde a la

forma log-lineal.

1.2.6. Andlisis estadistico

Se realizdé un andlisis de varianza del efecto raéhrmiento sobre la reduccion
logaritmica deS. cerevisiaey los valores k. Estos analisis se realizaron con el
programa Statgraphic Plus para Windows 3.0®, verSi@ (StatPoint, Inc., Herndon,

Va.). Los resultados se consideraron significateweglores de p <0,05.
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1.3. Resultados y discusion

1.3.1. Actividad antimicrobiana del AEC. Determinacion dela CMI, de
las CPIs y del %IC

Las curvas de crecimiento & cerevisiaen TSB suplementado con diferentes
concentraciones de AEC e incubadas durante 24 (eor25°C en el microtiter se
muestran en la Figura 1.1. La concentracién mirimhébitoria (CMI) fue 650 mg/L,
pues inhibié completamente el crecimiento; mientfas las concentraciones de 320,
160 y 80 mg/L lo inhibieron parcialmente, y son sideradas como concentraciones
parcialmente inhibitorias (CPIs). El porcentajeird@bicion del crecimiento (%IC) que
produjeron estuvo en funcién de la concentraciopleada. Estas CPIs son importantes
en Tecnologia de Alimentos, pues podrian ser casbis con tecnologias no térmicas
para conseguir la inactivacion microbiana en laseahtos, sin afectar negativamente a
su calidad sensorial, que es una de las principahgsciones que tiene el empleo de

los AEs en la industria alimentaria.
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Figura 1.1. Crecimiento deS. cerevisiae en TSB con diferentes

concentraciones de aceite esencial de hoja de can@ 650 mg/L,m 320 mg/L,
A 160 mg/L, e 80 mg/L, — control).
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La Tabla 1.1 muestra la CMI, las CPIs y los %ICSlecerevisiaeen TSB a
25°C/24h. Las concentraciones de 40, 20 y 10 mg/Lprmodujeron inhibicién del

crecimiento.

Tabla 1.1. Concentracion minima inhibitoria, concetraciones parcialmente

inhibitorias y porcentaje de inhibicién del crecimento de S. cerevisae en TSB a

25°C/24h.
AEC (mg/L) %IC
CMI 650 100,00
320 69,36
CPIs 160 30,59
80 11,97

Nuestros resultados concuerdan con la bibliogredissultada. Los principales
constituyentes del AEC utilizado en este ensayoesmenol (74,32%) y benzoato de
bencilo (2,98%), porcentajes similares a los emadotls por otros autores (Ranasinghe
y col., 2002; Suhr y Nielsen, 2003). Darvishi y.c@013) determinaron la CMI del
eugenol (Sigma-Aldrich; Oakville, ON, Canada) soBrecerevisiagcepa S288C) por
el ensayo de microdilucién en caldo de cultivo fuskeron una CMI para el eugenol en
el intervalo de 270-320 mg/L. El mecanismo de accié los fenilpropanoides, tales
como el eugenol, el metil-eugenol, y el metil-cleali debe ser similar a los terpenos y
compuestos fendlicos e implicaria la disrupciénlalenembrana citoplasmatica y la
coagulacion del contenido celular (Bakkali y c@008; Pauli, 2001; Sukatta y col.,
2008). Especificamente, la actividad antimicrobidebeugenol se atribuye a su nicleo
aromatico y al grupo -OH fendlico, los cuales deesgue son reactivos y pueden formar
enlaces de hidrogeno con grupos -SH en los sittbsos de los enzimas diana,
inactivando algunos enzimas esenciales en hongaskatfd y col., 2008).
Estructuralmente, la pared celular de levadura res ned compleja de proteinas y
policarbohidratos cuya composicion varia dependieshel la especie de levadura y al
interrumpir esta matriz se obtiene una pared aetidéectuosa, que se vuelve sensible a
la lisis osmaética y a los agentes antimicrobianBewiman y Free; 2006; Lipke y
Ovalle, 1998; Yen y Chang, 2008). En los ultimossafse han realizado diferentes

estudios con el fin de dilucidar el mecanismo dedcde los AEs de plantas y sus
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componentes tanto en la membrana como en la parksd @élulas de bacterias, mohos
y levaduras. Bennis y col. (2004) estudiaron larattion inducida por timol y eugenol
en células d&. cerevisiagy llegaron a la conclusion de que la actividatifamgica de
ambos antimicrobianos implica alteraciones tantdadenembrana como de la pared
celular de la levadura. Este efecto depende detdpaede proliferacion celular,
especificamente el tratamiento con eugenol aleerastructuras de la membrana celular
y la pared celular de las células proliferativasSdeerevisia@casionando la liberaciéon
del contenido celular. Por otro lado, el eugenlaig@al que el cinamaldehido, inhibe el
crecimiento de la levadura, ya sea bloqueandmtasss de la pared celular o alterando
la estructura de la misma, lo que resulta en lukksdn de la pared celular y en el
aumento de la permeabilidad, causando la muertasdeélulas de levadura (Bang y
col., 2000; Wang y col., 2005; Yen y Chang, 20@).ha determinado que el eugenol
interfiere con los transportadores responsablesladecaptacion de aminoacidos
aromaticos y de cadena ramificada a través de lmbmama citoplasmatica ds.

cerevisiag(Darvishi y col., 2013).

1.3.2. Efecto de los tratamientos de termosonicacién conEC sobre S.

cerevisiae

La Figura 1.2 muestra las reducciones logaritmileefS. cerevisia®btenidas en

TSB por aplicaciéon de diferentes tratamientos: tenajoira (30-40-50°C), US (24 kHz;
105um; 33,31 W/mL) y AEC (650, 320, 160, 80, 40 y 0 hygModos los tratamientos
duraron 30 minutos. Se obtuvieron reducciones pgegipero significativas (p<0,05)
en TSB con 0 mg/L de AEC cuando se aplicé la teatpea de 50°C sin US durante 30
minutos. Ningun efecto se observé a temperatura8e 40 °C en las mismas
condiciones. Sin embargo, se encontraron diferensignificativas en la reduccion
logaritmica (p<0,05) cuando las mismas temperatseagombinaron con diferentes
concentraciones de AEC. La aplicacion de termosaioo también mejord el efecto
letal de todos los tratamientos y se observaragretitias significativas para todas las
combinaciones probadas. La reduccion logaritmica atft@a (5,13 ciclos logaritmicos)
se obtuvo mediante la aplicacion durante 30 ming@®sermosonicacion a 50°C y
concentraciones de 650 6 320 mg/L de AEC.

63



Capitulo 1. Estudio del efecto combinado de la ¢sanicacion y el aceite esencial
de hoja de canela sobre la inactivaciérsdecharomyces cerevisiaa caldo de
cultivo y en zumo natural de naranja

64

Reducciones logaritmi

Reducciones logaritmi

30°C 40°C
0,00

-1,00

-2,00

-3,00

-4,00

-5,00

-6,00 -
Tratamientos

30°C+US 40°C+US
0,00

-1,00

-2,00

-3,00 1

-4,00

-5,00

-6,00 -

Tratamientos

50°C

50°C+US

Figura 1.2. Reducciones logaritmicas deS. cerevisiae obtenidas por

aplicacion de tratamientos de termosonicacion (24Hz; 105 pm; 33,31 W/mL; 30°, 40°

y 50°C; 30 minutos) en TSB con aceite esencial dej& de canela 1 0 mg/L; O 40

mg/L; B 80 mg/L; B 160 mg/L; M 320 mg/L; B 650 mg/L).
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La Figura 1.3 muestra las reducciones logaritmileefS. cerevisia®btenidas en
el ZnN tratado mediante la aplicacion de tempeaa{60°C), US (24 kHz; 10bm;
33,31 W/mL) y AEC (650 6 0 mg/L). Todos los tratanmtos duraron 30 minutos. El
valor mas alto de inactivacion fue de3,8 unidades logaritmicas y se obtuvo con el

tratamiento combinado de 50°C+650 mg/L+US.
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Figura 1.3. Efecto de la sonicacién (24 kHz, 10pm, 33,31 W/mL), la
temperatura (50°C) y el aceite esencial de hoja dmnela en la supervivencia dé&.
cerevisae en zumo natural de naranja (pH: 3,97; ©°Brix: 11,6) (Ccontrol;
Ocontrol+650mg/L; @50°C; E50°C+650mg/L; M 50°C+US; l50°C+650mg/L+US).

Comparando el efecto de los tratamientos en TSBN;, e puede observar que
los valores mas altos de inactivacion fueron de3 Sjhidades logaritmicas y se
obtuvieron en TSB con 650 mg/L de AEC y tratadotpamosonicacion a 50°C durante

30 minutos (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Reducciones logaritmicas d&. cerevisiae obtenidas mediante
tratamientos de sonicacion (24 kHz; 109um; 33,31 W/mL), temperatura (50°C) y
aceite esencial de hoja de canela (0 y 650 mg/L) €8B (m) y en zumo natural de

naranja (o).

La eficacia del US en la inactivacion de diversapas deS. cerevisiaea
temperaturas bajas (23-35°C) y moderadas (35-58°@iferentes amplitudes de onda
(71-124pum) y W/m/L (0,252 a 822,24) y tiempo de tratamie(Be200 minutos) ha
sido estudiada por varios autores, los cuales @tuv reducciones logaritmicas que
oscilaron entre 0,5 y ~ 4 (Ciccolini y col., 19%uerrero y col., 2001a; L6pez-Malo y
col., 1999; Lopez-Malo y col., 2005b; Raso y chP98a; 1998b). Nuestros resultados
concuerdan con los datos anteriores, pues se olduvdSB una reduccion log
significativa de 1,32 log a 50°C y una reduccidgnsicativa de 2,52 log a 50°C en
combinacion con el US. Se puede concluir que labboacion de temperaturas
moderadas y US mejora la eficacia del US.

La bibliografia consultada informa que se ha estilaliel efecto combinado de
temperatura moderada (40-60°C), el US (de 60 qub)=de 33,31 a 167,72 W/mL) y

antimicrobianos (EDTA, benzoato de sodio, sorbagpdtasio, extractos de citricos,
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vainillina, quitosano, AE de canela de china y deylén) en diferentes cepas de
bacterias, hongos y levadurds fnonocytonened.. innocua Fusarium oxysporum
esporas deAspergillus flavusy de Penicillium digitatum levaduras alterantess.
cerevisia¢ (Alzamora y col., 2011; Bevilacqua y col., 20B&vilacqua y col., 2014;
Gastélum y col., 2012; Ferrante y col., 2007; Garery col., 2005; Lopez-Malo y col.,
2005a, 2005b). Estos estudios reportan que la ¢c@uidn de US, antimicrobianos y
temperaturas moderadas aumentaba la inactivacidasdbacterias, los mohos y las
levaduras estudiadas. Los resultados reportan cexhes logaritmicas que oscilaron
entre ~1,15 y ~5. Concretamente, Guerrero y c@01B) y Alzamora y col. (2011)
encontraron que la accién combinada del US (f%2167,72 W/mL), la temperatura
moderada (45°C) y el AE de canela china (50 mgdbadlugar a 2,74 reducciones
logaritmicas de la poblacion inicial & cerevisiaen 20 minutos; mientras que cuando
el US se aplicaba a 45°C, solamente se obteni&nr@ducciones logaritmicas en 20
minutos de tratamiento. Nuestros resultados estéacderdo con los estudios previos,
pues hemos obtenido que la combinacion de AEC madsonicacion causa mayor
reduccion logaritmica de la poblacion de levadurapecialmente a 50°C (5,13
reducciones log) (Figura 1.2). Estos resultadoseseiy que probablemente existe un
efecto sinérgico en la inactivacion 8ecerevisia@ntre la temperatura moderada, el US
y el AEC.

La comparacion de la inactivacion obtenida en TSBM (Figura 1.4 ) muestra
resultados similares a los obtenidos por Char y (2010), quienes estudiaron la
inactivacion dek. coli en AP (0,1%; w/w) y ZN (pH: 3,4; °Brix: 10) tratadpor
combinacion de temperatura (40°Cx1°C) y US (20 k82 um, 20 minutos) y
obtuvieron la mayor reduccion logaritmica en APlléBaMack y Roberts, (2007)
determinaron que las muestras con mayores conciemtes de soélidos solubles
requieren mas tiempo de sonicacion para lograedaacién de 5-log y que el pH es
otro factor tiene un efecto significativo en la diigacion microbiana con US en
aquellas soluciones con una concentracion de solgiubles de 12 g/100 mL.
Guerrouj y col. (2016) estudiaron el efecto detamm@ento con US (24 kHz) en la
calidad microbiana del ZnN y obtuvieron la mayatuecion logaritmica cuando el US

se aplico durante 30 minutos y la temperaturasgdiasta los 45,6°C.
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Se sabe que los factores que influyen en la lei@lde los tratamientos de US
son diversos, pudiéndose destacar la influencidadeepa microbiana, el caldo de
cultivo, la aw, el pH, la amplitud de onda, la mdglad, la potencia, la temperatura, el
agente antimicrobiano y su concentracion, el tieag@reincubacion y la duracién del
tratamiento (Alzamora y col., 2011; Bevilacqua ¥.,c2013; Bevilacqua y col., 2014;
Ferrante y col., 2007; Gastélum y col., 2011; Garerry col., 2001a, 2001b, 2005;
Lépez-Malo y col., 2005a; 2005b; Raso y col., 199898b), especialmente cuando se
utilizan temperaturas bajas (Lopez-Malo y col.,3fd.uo y col., 2012; Wordon y col.,
2012). Ademas, se sabe que la eficiencia de ldazadn se ve afectada por la reologia
del fluido, en particular, por la viscosidad, l&gibn de vapor y la tension de superficie
del caldo de cultivo (Luo y col., 2012). La letaldide los tratamientos con US también
estd muy influenciada por la amplitud de las ordla$JS (L6pez-Malo y col., 1999);
con grandes amplitudes, las burbujas pueden ctactr durante la rarefaccion que el
tiempo disponible para el colapso es insuficiefter lo tanto, dependiendo de las
propiedades de liquido (presiéon de vapor, la tensiperficial y viscosidad), el efecto
de cavitacion puede verse disminuida con las gsamaheplitudes (Ciccolini y col.,
1997; Lépez-Malo y col., 1999). Sin embargo, lzieficia de tratamiento con US para
inactivar las bacterias por los efectos de la aai\dh se puede reducir con un aumento
de temperatura (Pagan y col., 1999; Raso y cof84P Por ejemplo, Lépez-Malo y
col. (1999) encontraron que, a temperaturas supsra50°C, se reducen los beneficios
de la aplicacion del US, probablemente como redaoltiel aumento del efecto térmico
y de la reduccion de la intensidad (potencia) dealatacion. Esta tendencia podria ser
el resultado de un efecto térmico incrementado quaen impide el efecto del US o
bien disminuye la violencia de la implosién/expfwstde las burbujas debido a la mayor

presion de vapor a temperaturas mas altas (Guerieb, 2001a; Sala y col., 1995).

1.3.3. Ajuste de las curvas a los modelos “Shoulder+logAear” y
“Weibull”

Los valores Bous (tiempo de reduccién decimal a 50°C en combinacidm
ultrasonido) fueron calculados a partir de las pamds de las curvas de supervivencia
en TSB con 0, 40, 80, 160, 320 y 650 mg/L de AEGs Wlalores Byus paraS.
cerevisiae variaron desde 4,74 a 17,26 minutos. Los valoreg,ud fueron
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significativamente menores cuando las concentrasiale AEC aumentaron (Tabla
1.2). El porcentaje de reduccion deysfue del 73% con la combinacion de los tres
factores (50°C, US, AEC).

La bibliografia muestra que la combinacion de U8 tamperatura moderada
(35-60°C) a diferentes amplitudes de onda (71-1¢), valores de W/mL (0,33-
167,72) y el tiempo (10-200 minutos) mejora la thacion deS. cerevisiaey de
esporas de hongo#&gpergillus flavusy Penicillium digitatuny obteniendo valores D
menores (78,7-2,0 minutos). La inactivacién deelsisoras de hongos es ain mayor en
presencia de antimicrobianos naturales durantertaasonicacion, como 500 mg/L de
vainillina (Lopez-Malo y col., 2005b), resultandn ealores D mas bajos (78,7-<0,5)
(Ciccolini y col., 1997; Guerrero y col., 2001b;dgz-Malo y col., 1999; Lopez-Malo y
col., 2005a). Por otra parte, se ha determinadolayjiractivacion deS. cerevisiaen
caldo de cultivo por termosonicacion a altas temupeas generalmente sigue una
cinética de primer orden durante la mayor partepdeteso (Guerrero y col., 2001a;
Guerrero y col., 2005; Lopez-Malo y col., 1999; eagMalo y col., 2005b), mientras
que la combinacién de antimicrobianos (AE de canekinillina, quitosano) y
termosonicacién a bajas temperaturas genera cutgasupervivencia no lineales
(Guerrero y col., 2005; Lépez-Malo y col.,, 2005hppez-Malo y col. (2005a)
estudiaron la inactivacion de las esporagidgergillus flavusepa ATCC 16872 y de
las esporas dPenicillium digitatumcepa LMUDLA-2 por el efecto combinado de la
termosonicacion (20 kHz; 90 um; 167,72 W/mL; 4590minutos) y antimicrobianos
(vainillina, sorbato potésico), asi como la inaatidon térmica y también encontraron

una cinética de reaccion de primer orden en toaksdsos.
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Tabla 1.2. Tiempos de reduccion decimal a 50°C para inactivacion deS.
cerevisiae durante los tratamientos de termosonicacién (B9 en TSB con y sin aceite

esencial de hoja de canela.

Dsous (minutOS)

AEC (mg/L)
650 4,74+0,12
320 5,50+0,16°
160 5,96+0,2%°
80 6,53+0,28°
40 7,44+0,36
0 17,26+1,39

Los datos estan expresados como mediatds. Todosloses estdn expresados como la media d

réplicas. Letras diferentes denotan diferenciasifitgtivas entre los datos.

Para los datos obtenidos en TSB, el ajuste de tmdelos no fue bueno para
alguna de las condiciones estudiadas (ver Tab)a do8 un coeficiente de correlacion
(R™) inferior a 0,97. Probablemente, se debi6 al bagmlo de inactivacion (menos de 1
ciclo logaritmico) por lo que los errores en losodaexperimentales son grandes y el
ajuste de los datos no es muy preciso. Sin embargbps modelos, " Shoulder+log-
linear" y “Weibull”, ajustan con precision las cas/de supervivencia de la mayoria de
los tratamientos (ver Tabla 1.3), con un coefiget¢ correlacion que va desde 0,97
hasta 0,99 (Tabla 1.3).
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Tabla 1.3. Pardmetros para las curvas de superviveia de S. cerevisae en TSB, a

diferentes temperaturas, suplementado con aceite exial de hoja de canela y sometido a

sonicacion.
Tratamientos modelo “Shoulder+log-linear” Modelo Weibull
AEC(mg/L) (miEE?Ss’l) (minstljtos) N o p R®
300C 650 0,09+0,02 22,0545.66 0,93 55,52+7,41 1,37+0,290,93
320 0,07+0,04 28,84+4.86 0,90 64,17+12,29 1,9040,570,92
40°C 650 0,21+0,02 23,84+0.97 0,97 35,37+1,16 3,34+0,410,97
320 0,19+0,04 27,4040.82 0,93 37,35+2,00 4,06+0,790,93
650 0,43+0,03 6,43+1.79 0,97 10,76+1,52 1,4840,19 ,970
320 0,38+0,04 11,93+1.72 0,96 17,13+1,33 2,04+0,270,97
50°C 160 0,35+0,04 12,65+1.67 0,96 18,22+1,57 2,03+0,330,96
80 0,34+0,03 13,94+1.21 0,98 20,86+0,74 2,32+0,21 ,990
40 0,30+0,04 16,78+1.38 0,96 23,86+0,73 2,94+0,36 ,970
0 0,17+0,03 13,44+2.93 0,93 26,60+1,39 1,85+0,39 930,
309C/US 650 0,21+0,03 9,5645,20 0,92 30,10+1,95 1,4140,31 ,930
320 0,11+0,03 22,92+1,14 0,95 33,27+0,99 3,42+0,550,95
650 0,21+0,02 11,68+1,25 0,99 22,04+0,85 1,80+0,180,98
320 0,15+0,02 11,71+2,05 0,98 27,86+0,92 1,08+0,140,98
40°C/US 160 0,13+0,01 13,01+1,70 0,98 28,69+0,75 1,74+0,180,98
80 0,09+0,03 17,46+6,98 0,91 52,46+8,13 1,11+0,29 ,900
40 0,07+0,02 20,87+3,73 0,94 47,26+4,51 1,7940,32 ,950
650 0,51+0,06 1,8143,60 0,93 4,21+2,01 0,94+0,21 920,
320 0,45+0,02 2,75+1,41 0,99 6,65+1,10 1,1240,11 980,
50°C/US 160 0,41+0,02 2,47+1,76 0,98 6,79+1,32 1,08+0,13 980,
80 0,38+0,02 2,80+1,68 0,98 7,81+1,30 1,13+0,13 80,9
40 0,35+0,03 4,47+2 23 0,97 9,86+1,85 1,24+0,19 60,9
0 0,14+0,03 2,23+6,01 0,91 18,21+3,08 1,09+0,26 10,9

Los valores para las diferentes constantes fualmuladas con GlnaFiT (Geeraerd y col., 2005).

Todos los valores estan expresados como la medragiegplicastds.

Los parametros obtenidos por el primer modelo p@ron concluir que la

presencia de AEC aumenta la tasa de mortalidag) (k reduce la longitud del hombro
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(S1) deS. cerevisiaen la mayoria de los tratamientos ensayados.gistéo dependia
considerablemente de la concentracion de AEC piesem el medio tratado con
termosonicacién. Los valores dgd fueron mas bajos para la muestra de TSB control
gue las muestras de TSB con AEC a todas las tetnpesgrobadas, pero el efecto fue
mas pronunciado a la temperatura mas alta (50%€Cprésencia de AEC también redujo
la longitud del hombro d8. cerevisiaen TSB, pero este efecto fue mas variable. Cava-
Roda y col. (2012a) estudiaron la cinética de desibn delL. monocytogeneScott A

en leche semi-desnatada con vainillina (0, 900,014800 mg/L) y tratada con
temperatura moderada (55, 58, 60, 62°C) y encamtrque la presencia de vainillina
incrementaba la tasa de mortalidad,{) y reducia la longitud del hombro (Sl) te
monocytogenesScott A a cualquier temperatura testada, espeerdbna bajas
temperaturas (55, 58°C) y a mayores cantidadeaidélina (1400, 1900 mg/L).

El efecto de los tratamientos combinados tambiérarsdizé por medio del
modelo de resistencia de distribucion de WeibusiteEmodelo considera que toda la
poblacién microbiana no es igualmente resistenteatdmiento propuesto por lo que
cada célula no se destruye al mismo tiempo dur@nf@ocesamiento (Cava-Roda y
col., 2012a; Peleg y Cole., 1998). Como resultidourva de supervivencia es la forma
acumulativa de una distribucion temporal de losnsmmmientos letales donde cada
microorganismo individual se inactiva en un momeefpecifico, generando un
espectro de resistencias al tratamiento (Peleglg. CI998). La Tabla 1.3 muestra los
parametrosd (delta) yp (rho) obtenidos del ajuste del modelo de distiiucde
Weibull a las curvas de supervivencia asi comaeficiente de correlacion ajustado.
Los parametros de la distribucion de Weibdlly p, variaron de acuerdo con la
severidad de las condiciones de estrés y los atird?” obtenidos variaron entre 0,90
y 0,99. Nuestros resultados mostraron que losntiatdos con temperatura moderada
(30, 40, 50°C) y aplicacion de USSa cerevisiaeen TSB con y sin AEC produjeron
valores de mayores de 1, lo cual se relaciona con una codadvacia debajo de la
curva de supervivencia, que en general fue menorla® temperaturas mas altas,
mayores concentraciones de AEC y aplicacion deSéSha argumentado (Peleg, 2000)
gue una posible explicacion a las formas de estasms podria ser que las células mas
sensibles se debilitan dejando una gran fracciérwélg@las mas resistentes que son
afectadas en mucha menor medida. Algunas de laascde supervivencia predichas de
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S. cerevisiaecorrespondientes a los tratamientos con US a 56°0TSB con AEC
muestran valorep préximos a 1, indicando una cinética de inactivactle primer
orden. Nuestros resultados son similares a losnmate por otros investigadores que
ajustaron los datos de supervivenciaSdeerevisiagon el modelo de Weibull. Lopez-
Malo y col. (2005b) reportaron que las curvas deesuvencia des. cerevisia&KE162
tratada con US (20 kHz; 952n; 822,24 W/mL; 35°C; 25 minutos) en solucion tampo6
estaban caracterizadas por un valor de n mayor. @udndo Guerrero y col. (2005)
trataron aS. cerevisia.&KE162 en caldo Sabouraud con US (20 kHz; 92 167,72
W/mL; 45°C; 35 minutos) obtuvieron curvas de supencia con valores de n
proximos a 1, y cuando estudiaron el efecto contmirtel US (mismas condiciones) en
caldo Sabouraud con 1000 mg/L de chitosan obtuvieatores de n mayores de 1. En
nuestro estudio, el pardmetro de escélalécrecia a medida que se incrementaban las
concentraciones de AEC y la temperatura de caleatamno cuando el US era aplicado.
La mayor inactivacion se observé a temperaturaSO8€ combinada con US y AEC.
Este efecto dependié principalmente de la conceidttade AEC: a mayor
concentracién, mayor inactivacion se obtuvo. Ee eako, las curvas de supervivencia
siguieron una cinética de reaccion de primer or@en.ejemplo, en TSB con 650 mg/L
de AEC al que se le aplicé termosonicacion a 5@®uvo una inactivacion d&.
cerevisiaede 5,13 ciclos logaritmicos a los 24 minutos y lsma inactivacion se
obtuvo en TSB con 320 mg/L de AEC tratado con teonaacion a 50°C a los 30

minutos de tratamiento (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Ajuste del modelo Weibull al conjunto @ datos de supervivencia
de S. cerevisiae suspendida en TSB suplementado con aceite esendalhoja de canela

(¢ 650 mg/L, A 320 mg/L,m 160 mg/L,0 80 mg/L, A 40 mg/L, o control) durante los
tratamientos (a: 50°C 30 minutos. b: US+50°C 30minas).
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En el ZnN (Figura 1.6).), ambos modelos, “Shoultmg+4inear” y “Weibull”,
ajustaron con precision las curvas de supervivaieialgunos de los tratamientos, con
valores del coeficiente de correlacién entre 0,990,99 (Tabla 1.4). Sin embargo,
cuando se modelaron los datos obtenidos en la raudsitada con 50°C+650
mg/L+US, se obtuvo un valor negativo para el patémengitud del hombro (SI), lo
cual es fisicamente imposible. Asi, el modelo “Stex+log-linear” es poco adecuado
para explicar estos datos. Lépez-Malo y col. (2Dp0&aaluaron y modelaron con
“Weibull” la supervivencia dé&. cerevisiag L. monocytogenesn ZM (pH: 3,5; °Brix:
12) y en tampdn fosfato (pH: 3,5) tratados cona@dn ultravioleta de onda corta (UV-
C) y con US de alta intensidad (20 kHz; 95,2 unt136; sonda de 25 mm). La
inactivaciéon de ambos microorganismos dependiédomahtalmente del medio (ZM o
tampon fosfato). En general, los tratamientos erpéan fosfato fueron més eficaces en
comparacion con los aplicados en el ZM, lo que jgoder debido a la presencia de

compuestos organicos que redujeron la eficienclagiratamientos.

Tabla 1.4. Parametros para las curvas de supervivera de S. cerevisae en zumo
natural de naranja, a diferentes temperaturas, sugimentado con aceite esencial de hoja de

canela y sometido a tratamiento con US.

Tratamientos Modelo “Shoulder+log-linear” Modelo Weibull
(mirlmtacx)s'l) (minslltos) R 8 p R
50°C 0,174#0,04 22,25+2,30 0,95 35,15+¢2,27 2,69+0,78 0,95
50°C+650mg/L 0,18+0,03  6,41+4,18 0,97 18,86+2,692940,30 0,96
50°C+US 0,14+0,04  0,54+8,43 0,93 16,67+4,27 0,980, 0.93
#*50°C+650mg/L+US - - - 3,12+0,90 0,61+0,07 0,99

Los valores para las diferentes constantes fueatculadas con GlnaFiT (Geeraerd y col., 2005). Boldc

valores se expresan como la media de tres repatigid ds.

("50°C+650mg/L+US: Se obtuvo un valor negativo pamasametro longitud de hdwo, SI, que fisicamente

es posible. Asi, el modelo con hombro es poco akrpara estos datos).
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Figura 1.6. Ajuste del modelo Weibull al conjunto @ datos de supervivencia
de S. cerevisiae suspendida en zumo natural de naranja tratado conUS vy
suplementado con aceite esencial de hoja de canefacontrol, A control 650mg/L,
050°C, m50°C+650 mg/L, A 50°C+US,450°C+650 mg/L +US).

De acuerdo a la bibliografia consultada y a nusstsultados, la combinacion
de US, temperatura moderada y antimicrobianos fi@ndr efecto sinérgico sobre la
inactivacion de bacterias, mohos y levaduras, y fueeficacia del tratamiento
dependeria de la amplitud de la onda del US, laslMVla temperatura, la duracion del
tratamiento, la concentracion y el tipo de losramiobianos. La termosonicacion y los
compuestos fendlicos de los AEs dafian la estrugtladuncionalidad de las proteinas
de membrana, explicando asi el efecto simultangorau® de estos agentes activos
contra la membrana. EI mecanismo de accion taneiphca la variabilidad del efecto
teniendo en cuenta la diferente configuracién dealed celular bacteriana. Lo mismo
podria ser propuesto para la levadura, en dondmrgosicion de la pared celular
difiere significativamente entre las especies (Lwwl., 2012). Se ha demostrado que la
cavitacion, extra e intracelular, altera tanto lareg celular como componentes

estructurales y funcionales hasta provocar la kshilar (Butz y Tauscher, 2002;
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Ferrante y col., 2007; Guerrero y col., 2005; Wargacol., 2012). Las alteraciones de
las células microbianas descritas en la bibliografirante el tratamiento con US,
implican la disrupcion de particulas subcelulafeggmentacion fina de la membrana,
cavitacion interna, asi como microcorrientes irdsyncon la modificacion de la
estructura celular y alteraciéon de la densidad lael(Lopez-Malo y col., 2005a).
Micrografias obtenidas con el microscopio electorie transmision de células 8e
cerevisiae mostraron los efectos estructurales que la termoscion provoca con
perforacion de las paredes celulares y la rotuda deembrana plasmética con fuga del
contenido celular, rotura o fragmentacion de laeg@ary alteracion citologica de
organulos (Guerrero y col.,, 2001a; Guerrero y c@Q05; Wordon y col., 2012).
Muchos informes sefialan a la membrana celular celmabjetivo principal de los
compuestos aromaticos bioactivos de las plantasicieei y col., 2004). Los
compuestos fendlicos tienen una naturaleza lipafi}i podrian acumularse en la bicapa
lipidica de la célula, alterando y sensibilizandarlembrana a la accion del US (Brul y
Coote, 1999). Ademas, las ondas ultrasonicas miggarda accion antimicrobiana

debilitando la pared celular (Ferrante y col., 2007

En conclusion, el uso combinado de temperatura radde US y AEC fue muy
eficaz en la inactivacion d8. cerevisiaeen TSB y en ZnN, especialmente en TSB,
mejorandose los resultados de inactivacion cordagperaturas y concentraciones de
AEC mas altas. La termosonicacion combinada con p&@ia actuar sinérgicamente
en la inactivacion d8&. cerevisiaganto en TSB como en ZnN. Los valores D mas bajos
se obtuvieron cuando las muestras en TSB fuertadtaa con US en presencia de AEC
a 50°C. Ambos modelos utilizados, “Shoulder+log@diri y “Weibull”, ajustaron con
precision las curvas de inactivacion para algurasliciones ensayadas. El ultimo
modelo ha demostrado ser una herramienta (til pateccionar la concentracion
necesaria de AEC combinada con US+50°C para lteyiaactivacion de la poblacion

de levaduras.
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CAPITULO 2. ESTUDIO DE LA INACTIVACION DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE EN ZUMOS NATURALES
DE NARANJA Y DE GRANADA POR COMBINACION DE
TERMOSONICACION Y ACEITE ESENCIAL DE HOJA DE
CANELA

2.1. Justificacion del estudio

Los zumos naturales recién exprimidos son una éuemportante de
compuestos bioactivos beneficiosos para la nutrigifa salud humana (Gattuso y col,
2007; Gardner y col, 2000; Kelebek y col, 2009;yL¢ol, 2015; Stinco y col, 2015;
Viuda-Martos y col, 2010). Hoy en dia, la pasteri@a térmica es el método mas
comunmente empleado para prolongar la vida utilodezumos, pues consigue la
inactivacion de los microorganismos y enzimas resgbles del deterioro. Las
levaduras comd. cerevisiagson los principales microorganismos responsatiégs
deterioro de los zumos en la industria, provocagrdwes perdidas economicas (Marx y
col., 2011; Patrignani y col., 2009). Sin embarlgs, tratamientos térmicos pueden
alterar las propiedades organolépticas y nutritéenade los alimentos (Soria y
Villamiel, 2010).

El deseo de los consumidores por mantener una giigtgpromueva una mejor
salud ha aumentado la demanda de zumos que comsanaglor nutricional natural,
por lo tanto la industria de zumos estd buscandonotegias de procesamiento que
causen el minimo dafio a sus propiedades nutrigisngl sensoriales. Entre estas
tecnologias emergentes, se ha prestado especialGtalurante las udltimas décadas a
los AEs de plantas (Cava y col, 2012a; Cava y2@l2b; Jin y col, 2012; Lanciotti y
col, 2004; Prakash y col., 2012; Raybaudi-Massilieol, 2009; Tserennadmid y col,
2011; Wang y col, 2007) y al US (Ashokkumar y ca008; Chemat y col, 2011,
Piyasena y col., 2003; Valero y col, 2007; Velazggstrada y col., 2013) usados
juntos o0 en combinacion con otras barreras, no pala obtener alimento de alta
calidad con caracteristicas similares al del priresco, sino también los alimentos
con mayores 0 incluso nuevas funcionalidades @atni y col., 2009). La energia

liberada por la cavitaciéon depende de la tensi@erdigial; por lo tanto, los alimentos
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con alta tension superficial como los zumos defuson excelentes candidatos para ser
procesados por la tecnologia del US (Chandrapalal.y 2012; Chemat y col., 2011,
Soria y Villamiel, 2010).

Se ha sugerido que el US podria ser mas eficazaemdctivacion de
microorganismos si se utilizara en combinacion otmos factores de estrés en un
enfoque multifactorial tales como calentamient@spim, extremos de pH, cloracion o
adicién de conservantes (sintéticos y/o naturdlsyilacqua y col., 2013; Bevilacqua
y col., 2014; Gastélum vy col., 2012; Guerrero V.,c2001a; Lee y col., 2009; Lépez-
Malo y col.,, 2005b). Los aceites esenciales (AEajh lsido propuestos para la
conservacion de alimentos, debido a la crecienteadda de los consumidores por
aditivos alimentarios naturales (Chanthaphon y, c@008; Kloucek y col., 2012;
Nanasombat y Wimuttigosol, 2011; Tserennadmid y, @011; Unlu y col., 2010;
Viuda-Martos y col., 2008). Sin embargo, su usoivelncomercial es aun limitado
debido a su impacto en los atributos sensorialesyestiones reglamentarias relativas a
su uso (Raybaudi-Massilia y col., 2009), pero soeptados por los consumidores en
los alimentos a determinadas concentraciones (FysRaillips, 2008).

El objetivo especifico del estudio fue determinirefecto de la aplicacion
combinada del US, el AEC vy el tratamiento térmiaaderado sobre la inactivacion de
S. cerevisiaen ZnN y en ZnG y su posterior supervivencia endNs tratados durante
28 dias de almacenamiento a 5°C.

2.2. Disefo experimental y metodologia

2.2.1. Preparacion de los zumos naturales de naranja (ZnN)y de
granada (ZnG)

Las naranjas se recogieron en un huerto local é@#eni Murcia, Espafia). Las
granadas se compraron en un supermercado localudeiaviEspafia). Las frutas se
mantuvieron a 5°C durante 1 dia antes de la exéractel zumo, las frutas dafiadas se
descartaron y las seleccionadas se lavaron confdgutel grifo y se secaron.
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El ZnN se obtuvo exprimido las frutas (Citro Nuel&®0W, solar) en

condiciones asépticas.

Para obtener el ZnG, la parte superior e inferelad cascaras de la granada se
eliminaron con un cuchillo afilado de acero inokxi#a desinfectado para evitar la
contaminacion microbiana. Después, las granadasrfueortadas por la mitad y los
arilos se separaron de la médula a mano. El zunabteo inmediatamente de los

arilos con una batidora (Ariete Centrika metaliZ&)len condiciones asépticas.

Los ZnN y ZnG fueron pasterizados y se almacenare20°C en la oscuridad

hasta los tratamientos de termosonicacion.

2.2.2. Determinacién del pH y de los °BRIX

El pH de los zumos naturales se midi6é utilizandomedidor digital de pH
(medidor de pH 507, Crison) y los °Brix se midierosando un refractometro de
bolsillo (PAL-1, Atago, Japon). Las mediciones salizaron a 25+0,5 °C. Todas las

medidas se hicieron por triplicado.

2.2.3. Preparacioén de los zumos con AEC

Las caracteristicas del AEC estan descritas epaetado 1.2.2 del capitulo 1. Se
utilizé la metodologia descrita en el apartado4l@el capitulo 1 para preparar los
zumos naturales con AEC. Las concentraciones de édf&ban en el rango de 0 a 650

mg/L.

2.2.4. Evaluacioén sensorial

Con el fin de seleccionar la concentracion maxiraaAiEC aceptada por los
consumidores, se evaluaron sensorialmente muettr@sN y de ZnG con diferentes
concentraciones de AEC. Las pruebas se realizaraloe dias diferentes. Antes de la
evaluacion sensorial, las muestras de zumo fuafigeradas (5°C), y posteriormente,
fueron codificados de forma aleatoria y se sinnef8) mL) a los panelistas junto con
agua sin gas (Lanjarén, Espafa). Las muestrasrde zan diferentes concentraciones

de AEC (0-650 mg/L) fueron presentadas a los pstasli(n=22) a los que se les
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preguntoé las diferencias entre las muestras uttigaina escala hedonica de 10 puntos,
donde 1 significaba que no les gustaba mucho y ud lgs gustaba mucho. Una
puntuacion de 5 fue el umbral minimo para la acéftade las muestras (Walkling-
Ribeiro y col., 2009).

2.2.5. Preparacion de los indculos d&. cerevisiae

La cepa deS. cerevisiaaitilizada en este estudio fue aislada e identficpor
Valverde y col. (2010) y se conservO a -80°C eresiavlicrobank ™ (Pro-labo
Diagnostics, Neston, Wirrall, UK). Los in6éculosmepararon siguiendo la metodologia

descrita en el apartado 1.2.1 del capitulo 1.

2.2.6. Tratamientos de termosonicacion con AEC en ZnN y eBnG

Los tratamientos (Tabla ) de termosonicacién satkn a cabo por separado y
en combinacién en un vaso cilindrico de doble pareth que se hizo circular agua con
un bafo termostatico (Digiterm 100, PSelecta®) pagear y fijar 50°C. Se establecio
la temperatura del bafio termostéatico necesariaqaata tratamiento y se controlé con
un termometro esterilizado para mantener la tenyeraeseada en las muestras. El US
(24 kHz; 105um; 33,31 W/mL; 30 minutos) fue aplicado continuateenon un
procesador ultrasonico UP200H (Hielscher Ultrasotiadhnology) usando una sonda
S3 (Hielscher). El efecto del tratamiento de utirados a 50°C (30 minutos) también se
ensayO con la maxima concentracion de AEC acepiaddos panelistas. Para cada
tratamiento, una poblacién de levaduras ¢~1f@¢/mL) se inoculé en las muestras de
ZnN y de ZnG previamente calentadas a la temperaleseada (Gastélum y col.,
2012). Los recuentos de células viables se detaronninmediatamente a intervalos
fijos de tiempo durante los 30 minutos de tratamoieutilizando el método de las
diluciones decimales seriadas y de vertido en plBCA-Cf). Dos placas se utilizaron
para cada dilucion decimal y se incubaron a 25%@rde 48 h. Todos los experimentos

se realizaron por triplicado.

Los valores D (tiempo de reduccién decimal)Slecerevisiaese calcularon a
partir de las pendientes de las curvas de supewsisvebtenidas por la representacion

gréfica de la reduccion logaritmica log/N (donde N es la concentracién inicial de
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microorganismos y N es la de microorganismos suyjentes) en funcion de tiempo.
El valor D es el tiempo de tratamiento requeridapaactivar el 90% de la poblacion
microbiana.

Tabla 2.1. Disefio experimental de los tratamientaan los zumos naturales.

Muestras Duracion Temperatura AEC us
tratamiento (50°C) (20 mg/L) (24 kHz; 105um; 33,31 W/mL)

Control 1 - _ _ ~
Control 2 - - + _
S1 30 minutos + _ _
S2 30 minutos + + B
S3 30 minutos + _ N
S4 30 minutos + + N

2.2.7. Supervivencia deS. cerevisiae en ZnN y ZnG tratados durante su

almacenamiento a 5°C

Este estudio se bas6 en trabajos anteriores (Feyraol, 2015; Valero y col,
2007), pero con algunas modificaciones. Tras fmaalios tratamiento, las réplicas de
las muestras control y las tratadas por termosoidicale los ZnN y de ZnG con AEC
fueron envasadas asépticamente en frascos deqmilépro de 50 mL con tapa de rosca
y se conservaron en un frigorifico a 5°C. Se aaaliz las muestras después de 4, 7, 11,
18, 21, 25 y 28 dias de almacenamiento a 5°C. élarale las muestras, previamente
agitadas, se cogieron alicuotas de 1 mL en cadadwoede incubacion, se realizaron

diluciones decimales seriadas y se sembraron danglidad las alicuotas en placas con
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PCA-Cf, tal como se ha descrito previamente. Da@cgd se utilizaron para cada

dilucion y se incubaron a 25°C durante 48 h.

2.2.8. Andlisis estadistico

Se hizo el analisis de varianza de dos vias (ANOY)prueba de Duncan para
la comparacion de los efectos de los tratamiemoS. ecerevisiaePara la evaluacion
sensorial, se utilizé el analisis de varianza de\ia. La significancia se establecié en p
<0,05. Los analisis se realizaron con el progratagg&phic Plus para Windows 3.0®,
versién 5.0 (StatPoint, Inc., Herndon, VA, USA).

2.3. Resultados y discusion

2.3.1. Evaluacién sensorial

El analisis sensorial del ZnN (pH: 3,61+0,01; °Bi18,3+0,15) y del ZnG (pH:
4,31+0,09; °Brix: 15,72+0,08) se muestra en la dll y en la Tabla 2.2.

La concentracion maxima aceptada positivamentetquos los panelistas (20
mg/L) se utilizé para estudiar la inactivacion permosonicacion d&. cerevisiaeen
ambos zumos naturales. Las muestras con concemieacsuperiores a 20 mg/L de
AEC fueron rechazadas por todos los panelistas.iéshazo se debid principalmente a
los cambios significativos no aceptables detectgmwdos panelistas en los atributos

aroma y sabor de ambos zumos.

Durante la preparacion del ZnG, cuyo color rojolldmie se debe a las
antocianinas (Turkyllmaz y Ozkan, 2014), se observ@ambio de color desde rojo a
marron claro, que podria ser causado por la oxddage las antocianinas y del acido
ascorbico. La oxidacion del acido ascoérbico, aésade una reaccion en cadena de
radicales libres, produce perdxido de hidrogenq gusu vez puede reaccionar con las
antocianinas formando productos de degradaciors@addes (Sondheimer y Kertesz,
1953; Starr y Francis, 1968; Garcia-Viguera y BxidlL999). Se sabe que las
antocianinas y el acido ascorbico son mutuamergguitivos en presencia de oxigeno
(Sondheimer y Kertesz, 1953), y que el oxigeno msrequisito esencial en la
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decoloracién de las antocianidinas por el acidordsmo (Garcia-Viguera y col., 1999;
King y col., 1980; Timberlake, 1960a, 1960b). Simbargo durante el analisis
sensorial, se detectdé un cambio de color (de mari@o a rojo) en el ZnG con las
concentraciones de AEC mas altas, lo cual fue adtopositivamente por los panelistas
(Figura 2.1b).

Este cambio significativo del color fue evaluadsipeamente por los panelistas
(Tabla 2.2). Este cambio de color pudo ser debite @apacidad antioxidante de los
AEs y de sus componentes (Jin y col, 2012; Nun&ioehui y col, 2015; Wang y col,
2007), especificamente, la actividad antioxidardeAEEC es debida a la capacidad
donadora de hidrégeno de sus componentes fenotioo®) el eugenol (Brewer, 2011;
Schmidt y col., 2006).
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Tabla 2.2. Evaluacién sensorial del zumo natural dearanja (ZnN) y del zumo

natural de granada (ZnG) con aceite esencial de e canela (n=22).

AEC (mg/L)

0 20 40 80 160 650

Color ZnN  7,95+#1,2f 7,91#1,1f 8,05+0,84 7,86+1,04 7,73x1,08  7,77+1,0%
ZnG 4,00+#1,66 3,86+2,16° 4,68+1,52 595+2,860 6,59+1,94  7,23+1,60
- ZnN 8,05+1,432 582+1,47 3,68+2,46 3,00+2,06 1,68+1,99  0,90+1,79
ZnG 6,82+#1,89 5,18+2,02 3,14+#2,10c 2,68+2,28  2,05+2,16° 1,10+1,30

Sabor ZnN  8,09+1,18 555+1,14  3,09+2,2§ 2,55#2,15  1,45+2,18  0,64%0,858
ZnG 7,64+1,28 523+1,88 1,68+1,09 1,18+1,16 1,82+2,3§8" 0,41+0,59
Textura ZnN  7,55+#1,18 7,32+1,58° 7,05+1,56™ 6,64+1,56™ 6,23+1,97" 6,09+2,16
ZnG 6,23+1,5f 586+1,49 6,23+0,87 541+1,68 6,23+1,48 591+1,02

Global ZnN  8,14+#1,28 564+1,08 3,82+236 2,77+21f 1,77+2,00  0,68+0,99
ZnG 7,501,686 5,14+1,3% 259+1,37 245+199 1,73+1,9f 0,360,494
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COLOR

GLOBAL AROMA

GLOBAL AROMA

Figura 2.1. Evaluacion sensorial del zumo natural @ naranja (a) y del zumo
natural de granada (b) con aceite esencial de hofe canela ¢0 mg/L; m20 mg/L; A40
mg/L; ¢80 mg/L).
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2.3.2. Tratamientos de termosonicacion con AEC en ZnN y eBnG

La Figura 2.2 muestra la inactivacion Siecerevisiaen el ZnN (Figura 2.2a) y
en el ZnG (Figura 2.2b) con la aplicaciéon de terapga moderada (S1: 50°C),
temperatura moderada con AEC (S2: 50°C+20 mg/tidsonicacion (S3: 50°C+US)
y termosonicacion con AEC (S4: 50°C+20 mg/L+US)dd®los tratamientos duraron
30 minutos. No se obtuvieron diferencias entreait@l 1 (0 mg/L) y el Control 2 (20
mg/L) en ninguno de los zumos En ambos zumos, s&ola inactivacion mas alta en
las muestras tratadas por la combinacion de US yngL de AEC a 50°C. Esta
combinacion produjo 2,52+0,26 y 2,81+0,19 reduceslogaritmicas d&. cerevisiae
en el ZnN y el ZnG, respectivamente. Pero miergtessen el ZnN, el US fue el Unico
factor con un efecto estadisticamente significa{pe0,05) en la inactivacion ds.
cerevisiaea 50°C; en el ZnG, el US, el AEC y su combinagid8+AEC) tuvieron un

efecto estadisticamente significativo (p<0,05)aemactivacion dé&. cerevisiaa 50°C.
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Figura 2.2. Supervivencia deS. cerevisiae en zumo natural de naranja (a) y
en zumo natural de granada (b) sin y con aceite es®al de hoja de canela y tratados
con termosonicacion ¢ control; m S1: 50°C; A S2: 50°C+20 mg/L;0 S3: 50°C+US;A
S4: 50°C+20 mg/L+US).
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La Tabla 2.3 muestra los tiempos de reduccion ddaileS. cerevisiae 50°C
(Dso) en ambos zumos naturales. Los valorgsse calcularon a partir de las pendientes
de las curvas de supervivencia obtenidas para Ml ¥el ZnG con 0 y 20 mg/L de
AEC, con y sin tratamiento de US. En el ZnN, el u$o un efecto estadisticamente
significativo (p<0,05) en los valores;fdeS. cerevisiaeque variaron de 19,27+4,02 a
10,35£1,30 minutos. En el ZnG, el US, el AEC y smbinacion (US+AEC) tuvieron
un efecto estadisticamente significativo (p<0,0b)os valores ) deS. cerevisiagque
variaron de 65,36x7,42 a 10,80%+0,77 minutos. Pdr&ZnN, los porcentajes de
reduccion de los valoressgfueron del 21% con la aplicacion de AEC a 50°C 5dé&6
con la aplicacion de US a 50°C y del 75% con lakioation de US y AEC a 50°C.
Para el ZnG, los porcentajes de reduccion de ltmes Dy, fueron del 40% con la
aplicacion de AEC a 50°C, del 84% con la aplicadérnJS a 50°C y del 97% con la
combinacion de US y AEC a 50°C.

Tabla 2.3. Tiempos de reduccion decimal (g,

minutos) deS. cerevisiae en ambos zumos.

S1 S2 S3 S4

ZnN 19,27+4,02 15,15+4,17 11,35+0,48 10,35+1,30

ZnG  65,3617,42 49,37+1,98 17,86+1,24 10,80+0,77

Media de 3 repeticiones. En la misma fila, valaseguidos por una letra
diferente son significativamente diferentes (p<p@%re ellos; rangos mdltiples de

contraste (Test de Duncan).

La diferente composicion nutricional de los zum@&atfuso y col., 2007;
Gardner y col., 2000; Kelebek y col., 2009; Li y.c8015; Stinco y col., 2015; Viuda-
Martos y col.,, 2010) podria explicar los diferentesultados obtenidos en ambos
zumos. Se ha determinado que el zumo de granad@es antocianinas y taninos (Gil
y col. 2000; Gomez-Caravaca y col., 2013; Li y col.,, 2015; Reddyq}., 2007;
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Vazquez-Araujo y col., 2010), que tienen actividadimicrobiana (Al-Zoreky, 2009;
Naz y col., 2007; Opara y col., 2009; Puupponeni®iyrcol., 2001; Puupponen-Pimia
y col., 2005; Tehranifar y col., 2011; Turkyllmazgl., 2013). Cowan (1999) sugiere
que las propiedades antimicrobianas de los taniodsian estar relacionadas con su
capacidad para inactivar las adhesinas bacteridassenzimas y las proteinas de
transporte situadas en la membrana celular y apacaad para unirse a polisacéaridos,
asi como a su capacidad para modificar la morfaldgilos microorganismos. Por otro
lado, la actividad antimicrobiana de las antociasjrtuya fraccién activa es la aglicona,
es probablemente debida a su capacidad para fatomplejos con las proteinas
extracelulares y solubles y para formar complefws las paredes celulares bacterianas
(Cowan y col, 1999; Puupponen-Pimia y col, 200Dx. &llo, cuando se combiné la
sonicaciéon y el AEC a 50°C, asi como la presengiardocianinas y taninos del ZnG,
todos estos factores actuarian sinérgicamente enaletivacion deS. cerevisiae

obteniéndose la reduccion logaritmica mas altd €n@.

La bibliografia muestra que la combinacion de U8 tamperatura moderada
(35-60°C) a diferentes amplitudes de onda (71-1@Qifi}, W/mL (0,33-167,72) y
tiempos de tratamiento (10-200 minutos), mejoraétivacion deS. cerevisiag/ de
esporas de hongoAgpergillus flavug/ Penicillium digitatun), obteniéndose valores D
mas bajos (78,7 a 2,0 minutos). Los valores D fesaesporas de hongos son aun
menores (78,7 a <0,5 minutos) en presencia de @ndlblanos como la vainillina (500
mg/L) combinados con termosonicacion (Ciccolinioy.,c1997; Guerrero y col, 2001a;
Lépez-Malo y col., 1999; Lopez-Malo y col, 2005Alighourchi y col. (2014)
determinaron los valores D pdsa cerevisiaen dos zumos diferentes de granada (pH:
3,56+0,01, 3,09+0,02; °Brix: 16,7+0,2, 17,240, Btados con US (20 kHz, 50-70-100%
amplitud de onda; 0-15 minutos; 25+1°C) y los vedoobtenidos por estos autores
variaron entre 16,94+0,18 y 8,33+0,21 minutos. kesultados de nuestro estudio
concuerdan con los autores anteriores, pues seiefutn los valores D més bajos en
ambos zumos cuando se combiné la sonicacion y € &B0°C.

Hay pocos datos sobre la inactivacionSlecerevisiagor termosonicacion en
zumos de frutas, debido a que la mayor parte denlestigaciones se han hecho en

caldo de cultivo (Alzamora y col., 2011; Ciccolincol., 1997; Guerrero y col., 2005;
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Guerrero y col., 2001a; Marx y col., 2011; Lopezidmacol., 1999; Lépez-Malo y col.,
2005b; Luo y col., 2012; Wordon y col., 2012). Ds@s autores han estudiado el efecto
combinado del US con temperaturas moderadas (ZDy&ddiferentes amplitudes de
onda (20-120 pm), energias acustica800 W) y tiempo de tratamiento (10 a 30
minutos) en zumos de frutas (naranja, manzanaadeninoculados con diferentes
cepas y concentraciones & cerevisiae(10>-10° log ufc/mL) y se han logrado
reducciones logaritmicas que oscilaban entre 15y (Ropez-Malo y col., 2005a;
Zinoviadou y col., 2015). Concretamente, Bermudgmike y Barbosa-Canovas.
(2012) estudiaron la inactivacion 8e cerevisiag¢10’ log ufc/mL) por termosonicacion
(24 kHz, 400 W, 120 pum, 10 minutos) a 40°C, 50°609C en zumos comerciales
pasterizados y obtuvieron ~1,2 reducciones logaréisnen zumo de pifia sonicado
continuamente a 50°C. Los resultados obtenidosstn aapitulo concuerdan con los
autores anteriores, pues cuando se aplico US a 56°@btuvieron 2,30 y 1,59

reducciones logaritmicas en el ZnN y el ZnG respactente.

La bibliografia consultada muestra que la eficagida termosonicacién mejora
con la aplicacién simultdnea de agentes antimiarais, tanto en caldos de cultivo
como en zumos de frutas. El uso combinado de arbivianos naturales (citral,
vainillina, extracto de citricos) ha sido muy efigaara mejorar el efecto letal del US
sobre microorganismos en zumos. Ferrante y co07R6studiaron el uso combinado
del US (600 W, 20 kHz, 95j2m) y antimicrobianos naturales (vainillina y/o aljra 45
°C para inactivat.. monocytogene¢-1¢ ufc/mL) en ZN (pH 3,5) y lograron ~2,8
reducciones logaritmicas en ZN tratado solo con(8 minutos); ~3,4 reducciones
logaritmicas cuando fue tratado con US y 1.500 naglvainillina (15 minutos) y ~6
reducciones logaritmicas cuando el US fue aplicaa@N con 100 mg/L de citral y
1.500 de vainillina (7 minutos). Los resultadoseoiidos en este capitulo corroboran las
observaciones de los autores anteriores, pues eusnttataron el ZnN y el ZnG con
US a 50°C, se obtuvieron 2,30 y 1,59 reducciongaritmicas en ZnN y en ZnG,
respectivamente, y cuando se aplic6 US+20 mg/L € A 50°C, se obtuvieron 2,52 y
2,81 reducciones logaritmicas en ZnN y en ZnG, egdmmente. Ademas, es
importante destacar que la concentracion de AE@ausa tenia un efecto sensorial

negativo en los zumos.
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Los resultados obtenidos en este capitulo sugiguenla combinacion de US,
temperatura moderada y AEC tendria un efecto sowigpbre la inactivacion ds.
cerevisiaeen ambos zumos naturales. El mecanismo de aceitosAEs y el US sobre
la membrana y pared microbiana ha sido explicadaiperentes autores. La membrana
celular es la diana primaria de los compuestos atioos bioactivos de las plantas
(Lanciotti y col., 2004), y los compuestos fendlicgue tienen naturaleza lipofilica,
podrian acumularse en la bicapa lipidica de lalagherturbando y sensibilizando la
membrana a la accién del US (Brul y Coote, 1999)mesmo tiempo, las ondas
ultrasodnicas y la cavitacion mejorarian la accigtinsicrobiana de los AEs al debilitar
las paredes celulares de bacterias y de levadaessaite y col, 2007; Lanciotti y col.,
2004, Wordon y col, 2012). En los ultimos afioshae realizado diferentes estudios
con el fin de dilucidar el mecanismo de accionraittiobiano tanto del US como de los

AEs y sus componentes.

El principal constituyente del AEC utilizado en eestnsayo es el eugenol
(74,32%, valor nominal) porcentaje similar al ertcatio por otros autores (Ranasinghe
y col., 2002; Suhr y Nielsen al., 2003). El mecamisde accion antimicrobiano de los
fenilpropanoides (eugenol) implicaria la disrupcdnla membrana citoplasmatica y la
coagulacion del contenido celular (Bakkali y c@008; Pauli, 2001; Sukkata y col.,
2008). Tanto el nucleo aromatico como el grupo -feRidlico del eugenol pueden
formar enlaces con los sitios activos de los enzjndasactivAndolos (Sukatta y col.,
2008). Bennis y col. (2004) determinaron que eleaod)producia alteraciones tanto de
la membrana como de la pared celularSlecerevisiaeAdemas, el eugenol, puede
bloquear la sintesis de la pared celular o al®ragstructura, provocando la disfuncién
de la pared celular y el aumento de la permeabiliggovocando la muerte de las
levaduras (Bang y col., 2000; Wang y col, 2005; YerChang, 2008). Ademas,
Darvishi y col. (2013) determinaron que el eugentérfiere con los transportadores
responsables de la absorcion de aminoacidos aawsati de cadena ramificada

situados en la membrana citoplasmétic&deerevisiae

El mecanismo de accion antimicrobiana del US se leas la formacion de
especies reactivas y de radicales libres, asi camia cavitacion (Zinoviadou y col.,

2015). Durante el tratamiento con US, se produceditaupciéon de estructuras
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intracelulares con fragmentacion de la membranamad, la generacion de cavitacion
interna y de microcorrientes, modifica la estruateelular y produce finalmente la

fragmentacion de las células (L6pez-Malo y col.05H). Se ha demostrado que la
cavitacion extra- e intracelular erosiona la pacetlilar, interrumpe las funciones de
componentes estructurales y funcionales hasta rcéudiais y muerte celular (Butz y

Tauscher, 2002; Guerrero y col., 2001a; Guerreroly 2005; Marx y col., 2011). Las

micrografias obtenidas con el microscopio elect@rde transmisién de los efectos
estructurales del US sobre células Slecerevisiaemuestran que la termosonicacion
provoca la perforacion de las paredes celularesrgtura de la membrana plasmatica
con fuga del contenido, rotura o fragmentacionadedred, y alteracion citologica de los

organulos (Guerrero y col., 2001a; Guerrero y @ilQ5; Wordon y col., 2012).

La variacion en los resultados obtenidos por léereintes autores mencionados
anteriormente, podria explicarse porque la letdldia los tratamientos de US dependen
de la amplitud, la intensidad, la potencia y la gematura (Guerrero y col., 2001a;
Lépez-Malo y col., 1999; Lopez-Malo y col., 2005b}pecialmente cuando se utilizan
bajas temperaturas (L6pez-Malo y col., 2005a; Lwoly, 2012; Wordon y col., 2012);
y se ha informado que, cuando se aplica el US adgsamplitudes, las burbujas de
cavitacion creadas pueden crecer tanto durantask de rarefaccion que el tiempo
disponible para el colapso es insuficiente. Pdaldo, dependiendo de las propiedades
reolégicas del liquido (la presion de vapor, lasién superficial, la viscosidad), el
efecto de cavitacion puede verse disminuido comaglitudes mas grandes (Ciccolini
y col. 1997; Lopez-Malo y col., 1999; Luo y colQ12). La eficiencia del tratamiento
de US para inactivar microorganismos también safgetada por un aumento de la
temperatura (Ferrante y col., 2007). Lopez-Malooy. €1999) encontraron que, a
temperaturas superiores a 50°C, se reducen lodidesede la aplicacion del US,
probablemente como resultado de un aumento debef&tnico y de la reduccién de la
intensidad (potencia) de la cavitacion. Cuandoathiniento de US se combina con la
adicion de agentes antimicrobianos, la inactivadépende del agente antimicrobiano y
su concentracion, del medio, del pH, de la awademplitud, de la frecuencia del US y
del microorganismo estudiado (Alzamora y col., 20Bkvilacqua y col., 2013;
Bevilacqua y col., 2014; Ferrante y col., 2007; t€lasn y col., 2012; Guerrero y col.,
2005; Guerrero y col., 2001b; Lopez-Malo y col.028; 2005b).
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Los resultados obtenidos en este capitulo concneraola los autores anteriores,
porque cuando se aplico la temperatura de 50°C, XHCS se obtuvo la mayor
reduccion logaritmica en ambos zumos, y se detwtthién que la inactivacion
dependia de la composicién y de las propiedadé{fisiimicas de ambos zumos

estudiados.

2.3.3. Supervivencia deS. cerevisiae en ZnN y ZnG tratados durante su

almacenamiento a 5°C

La Figura 2.3 muestra la evolucién de las célulgsesvivientes a lo largo del
almacenamiento refrigerado (5°C, 28 dias) en draby en el ZnN y el ZnG tratados.
Los dos factores (US, AEC) a 50°C y su combina¢ié®+AEC) a 50°C tuvieron un
efecto significativo sobre la supervivencia 8e cerevisiaeen ambos zumos. Las
muestras control mantuvieron la poblacién de lexaglisin cambios significativos
durante el almacenamiento refrigerado (28 dias).5P@s recuentos mas bajos se
obtuvieron en las muestras de ZnN (Figura 2.3a) Zn& (Figura 2.3b) tratadas por
combinacion de US y 20 mg/L de AEC a 50°C y coresag a 5°C. Durante este
periodo, mientras que las muestras S1, S2 y S3uwiamdn valores similares de
poblacion de levadura sin cambios significativosaerbos zumos, el tratamiento de la
muestra S4 disminuyo significativamente la pobladi@ levadura en el ZnN durante
todo el periodo de almacenamiento. Pero para el, imGe observé el mismo efecto
para la muestra S4, pues se produjo un incremengb recuento d8. cerevisiael dia
4, seguido de una disminucion hasta el final detiode de refrigeracion.
Concretamente, la poblacion d&. cerevisiaeen ZnN y el ZnG tratados por
combinacion de US y 20 mg/L de AEC a 50°C durar@eng@nutos, disminuyo
1,55+0,19 y 0,68+0,16 ciclos logaritmicos respextiente al final del periodo de
refrigeracion. La diferencia en la poblacion Secerevisiaegentre los controles y las
muestras tratadas S4 fue de 2,54 y 2,57 ciclosritogzss en el ZnN y el ZnG
respectivamente. Bajo las condiciones experimentddeeste estudio, la combinacion
de 20 mg/ de AEC y US a 50°C tuvo un efecto sigaiifvo en la inactivacion y

supervivencia d&. cerevisiaen ambos zumos.
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Figura 2.3. Evolucién de células d&. cerevisiae en zumo natural de naranja

(a) y en zumo natural de granada (b) tratados y cagrvados en refrigeracion (28 dias,

5°C) (econtrol; mS1: 50°C; AS2: 50°C+20 mg/L; 0S3: 50°C+US; AS4: 50°C+20
mg/L+US).
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Pocos trabajos estan disponibles en la literatoesica de la evolucion ds.
cerevisiaeen zumos de frutas tratados por termosonicacionoryservados bajo
almacenamiento refrigerado. Ferrario y col. (20déierminaron que la combinacion de
US+20s de luz pulsada a 44+1°C (10 minutos) diadag3,6 reducciones logaritmicas
de S. cerevisiaeinoculada en zumos de manzana, pero después dedias5de
almacenamiento a 5°C, la poblacion fue capaz dapesar 1,1 ciclos logaritmicos.
Valero y col. (2007) determinaron que el almaceeaioi refrigerado a 5°C no fue
eficaz para controlar el crecimiento de aerobiosdfie®s (AM) y hongos hasta 42 dias

de almacenamiento a 5°C en ZN sometido a US deyladja frecuencia.

Bajo las condiciones experimentales estudiadastencapitulo, la combinacion
de 20 mg/L de AEC y US a 50°C tuvo un efecto sigaiivo en la inactivacion y la
supervivencia d&. cerevisiaen el ZnN y el ZnG, siendo el mayor efecto en &b Zio
que podria atribuirse a su contenido en taninas gn¢ocianinas. Ademas, el AEC tiene
un caracter lipéfilo y podria acumularse en la péchpidica de las células, perturbando
y sensibilizando la membrana a la accién del USmdk, las ondas de US debilitarian
la pared celular d8. cerevisiag por lo tanto los componentes activos del AEC faodr
penetrar en la célula mejorando la accion antirbiara durante el periodo de
refrigeracion. Por todo ello, la poblacién de lawas$ no seria capaz de recuperarse

durante el almacenamiento refrigerado.

La combinacion de AEC, termosonicacion y la comgénide los zumos podria
tener un efecto sinérgico sobre la supervivencia Se cerevisiae durante el
almacenamiento refrigerado. El AEC y el US debhilita membrana y la pared celular
(Brul y Coote, 1999; Ferrante y col, 2007) y losnponentes activos del AEC podrian
penetrar en las células y mejorarian su accion marbdbiana durante el
almacenamiento refrigerado. En cuanto a la comgwsitutricional de los zumos, se
sabe que el almacenamiento del zumo comercialateda durante un periodo largo de
tiempo a 5°C afecta negativamente el contenidorgocianinas, produciéndose una
reduccion del ~ 15% (Nuncio-Jauregui, y col, 20¢5jue el tratamiento de US (20
kHz, 100W, ciclo de trabajo del 50%, 15 minutos0<3) y el almacenamiento

refrigerado de 10 semanas (4°C) conserva mejorfeiosles totales y la actividad
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antioxidante de los zumos durante el almacenamiezgpecto de las muestras no

tratadas y las muestras control pasteurizadas (Khary Gogate de 2015).

Lo anterior podria explicar por qué al final dalhatenamiento refrigerado, la
poblacion deS. cerevisiaeen ZnN y ZnG, tratados con US y AEC a 50°C dur@tte
minutos, disminuyo 1,55+0,19 y 0,68+0,16 ciclosdotmicos, respectivamente; debido
a la pérdida en el ZnG de antocianinas por efeet@lthacenamiento refrigerado, las
cuales tienen actividad antimicrobiana, como yhasmencionado anteriormente. Por lo
tanto, la combinacion de AEC, termosonicacion edaposicion nutricional de los
zumos podria tener un efecto sinérgico sobre latiracion deS. cerevisiaey su

supervivencia en el ZnN y el ZnG.

En conclusion, se logré una inactivacion efectiva @l cerevisiae con una
concentraciéon de AEC en los zumos (20 mg/L) aceptaar los consumidores. La
mayor inactivacion d&. cerevisiaee logré en muestras de ZnN y de ZnG tratadas por
combinacion de US y 20 mg/L de AEC a 50°C. Comparamh el tratamiento a 50°C,
el tratamiento combinado de US y 20 mg/L de AEQ@#C50btuvo una reduccion del
valor D del 75% para el ZnN y del 97% para el Zh@s células supervivientes &
cerevisiaeen las muestras de zumo tratados por combinaeidSdy 20 mg/L de AEC
a 50°C disminuyeron en comparacion con los otatarrientos durante el periodo de
almacenamiento refrigerado, los cuales mantuvideompoblacion superviviente sin
cambios significativos durante este periodo. Lectimacion deS. cerevisiaeen los
ZUmos Yy su posterior supervivencia en refrigerapidarian depender también del pH y
de la presencia de compuestos bioactivos, comaiantoas y taninos, de los zumos

estudiados.
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CAPITULO 3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA
SONICACION EN LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS Y LA
CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL ZUMO NATURAL DE
NARANJA

3.1. Justificacion del estudio

El tratamiento térmico del zumo de naranja con gwfecta a la calidad del
producto final (Cliff y col., 1991) y, especialmenta la pérdida de acido ascérbico
(Nagy y Smoot, 1977). Kabasakalis y col. (2000pr&ggron una pérdida del 60-67% del
contenido de acido ascoérbico en zumo de naranjeepanlo comercialmente y una
pérdida de 7-13% en zumo de naranja fresco sinepawmcdurante un periodo de
almacenamiento refrigerado de 31 dias.

La termosonicacion se ha empleado como alternatitratamiento térmico para
procesar zumos de frutas tales como zumo de manzama de fresa, zumo de mora y
zumo de naranja (Cheng y col., 2007; Fu y col. 42@onzalez-Centeno y col., 2014;
Riener y col., 2008; Tiwari y col., 2008a, 2009B¢ sabe que el procesamiento con US
de los zumos tiene un efecto minimo sobre la degrad de los parametros claves de
calidad en zumos de fresa y de zarzamora (Tiwaaly 2008a). Por otro lado, durante
el almacenamiento a 10°C del zumo sonicado, éste tina mayor retencion del acido
ascorbico en comparacién con las muestras comookepadas térmicamente (Tiwari y
col., 2009d). Fu y col. (2014) mostraron que elatraento con US no afectaba a la
capacidad antioxidante, probablemente porque la@ibn por ultrasonidos es rapida.
Muchos estudios ilustran que el tratamiento decsmndn mejora de forma significativa
los compuestos fendlicos, el acido ascérbico, thidez, y la capacidad antioxidante
total, ademas de reducir significativamente la @aibh microbiana de los zumos de
frutas (Abid y col., 2013).

El mayor problema de los zumos de frutas sin parcess la contaminacion
microbiana por bacterias acido tolerantes, mohesaduras y bacterias patégenas, que
conduce al deterioro de las propiedades nutricgsnay sensoriales afectando

principalmente a los ingredientes funcionales,abr¢ al sabor y al olor; asi como a
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enfermedades transmitidas por los alimentos caagamlalas bacterias patégenas y los
hongos toxigénicos (Tournas y col., 2006). La sacin es un método no térmico de
conservacion de alimentos que tiene la capacidadadgivar microorganismos en los
zumos de frutas sin causar los efectos secundarioanes asociados a los tratamientos
térmicos convencionales (Gémez y col., 2011; Kyarol., 2004; Tiwari y col, 2008a).
Se ha informado de que el US de potencia (US defteguencia) es efectivo contra los
patogenos transmitidos por los alimentos que saesni@an en el ZN (Valero y col.,
2007).

El objetivo especifico de este estudio fue investigl efecto de la sonicacion
sobre los compuestos bioactivos y la microfloraziel.

3.2. Disefio experimental y metodologia

3.2.1. Preparacién del zumo de naranja

Las naranjas fresca€ifrus sinensisvariedad Navelina) se compraron en un
supermercado local en Murcia, Espafia. EI zumo epapd siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 2.2.1 del capitulo 2, meroesta ocasion el zumo no fue
pasterizado. El zumo se dividid en la muestra obntren las muestras a tratar con

sonicacion.

3.2.2. Tratamientos de sonicacion

Los tratamientos de sonicacion (Salleh-Mack y Rishe2007; Jabbar y col.,
2014) se llevaron a cabo en un vaso cilindricoa®edpared en la que se hizo circular
agua con un bafio termostatico (Digiterm 100, P&&#c Se controld la temperatura
del bafo termostatico para evitar que la tempeaatarla muestra tratada subiera por
encima de los 46°C. Las temperaturas se registraries y después de cada
tratamiento. El US (24 kHz; 1Q&m; 33,31 W/mL) se aplicé de forma continua con un
procesador de ultrasonidos UP200H (Hielscher Wtrad Technology) utilizando una
sonda S3 (Hielscher).

Los tratamientos de sonicacion aplicados se desteh la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Disefio experimental y parametros de losratamientos de

sonicacion.
Disipacion de
oesias | TOTBO TSI TIMMSSIR e oy e
(KJ)
Control - 25,0+0,6 25,0+0,6 - -
A 1 25,4+0,2 27,1+0,6 60 0,5+0,1
B 10 25,0+0,3 43,4+0,8 600 2,3+0,1
C 20 25,1+0,4 43,0£0,6 1.199 2,440,1
D 30 25,1+0,3 45,6+0,6 1.799 2,740,1

Valores en la misma columna seguidos por una difieeente, son significativamente diferentes (p05Q,

Las muestras de ZnN (30 mL) fueron colocadas ewaso cilindrico de doble
pared de 50 mL a través de la cual se hizo circagara con el bafio termostatico
previamente descrito. La profundidad de la sondaa&etuvo a 25 mm en las muestras
de zumo. Se registré el aumento observado en lpeietura de las muestras debido a la
sonicacion. El sobrecalentamiento de las muedteagperatura medida con el termopar
con una precision de £ 0,2°C) durante el tratamiesdn US se evitd mediante la
circulacién de agua a través de la camara de tiaémn Los resultados se compararon
con la muestra control (sin tratar). Cada condicéxperimental se realiz6 por
triplicado.

Se calculd la disipacion de energia calorimetrgaisda ecuacion de Gogate y
col. (2011b) modificada:

I:)caI: (meATa)Il'quido + (meiATa)pared interna reactoF (hAATbAt)

donde m es la masa del liquido (kg),e® la masa del reactor/transductores (kg),
Co, es el calor especifico del liquido a presion camst (J/kgK), G es el calor
especifico del material del reactor (J/kgK), . es el cambio de temperatura (K) en el
zumo, h es el coeficiente de transferencia de gadorconveccién (W/AK), A es el

area de transferencia de calofmT, es el cambio de temperatura (K) entre el zumo y
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el aire. Se tomd en consideracion que a escalalswdtorio, al usar un volumen
pequefio de muestra (del rango de pocos mililitrtzs)transferencia de calor por
conveccion y por conduccion tiene poca importaii@agate y col., 2011b; Sutkar y
Gogate, 2009).

3.2.3. Andlisis microbioldgico

Inmediatamente después de cada tratamiento, seareal los recuentos de
aerobios mesféfilos (AM), y los de mohos y levadu(iIL) en todas las muestras
utilizando el método de vertido en placa. Se paeardiluciones decimales seriadas en
agua de peptona al 0,1% (Merck, Alemania) de lasstnas de ZnN y las alicuotas de
las muestras se sembraron en profundidad. Pareedogntos de AM se utilizé6 agar
PCA y para ML agar PCA con 0,1 g/L de Cf (Tournaso{.,, 1998). Dos placas se
utilizaron para cada dilucion decimal y se incubaeo 37°C/24 h y a 25°C/48 h

respectivamente. Los recuentos se expresaron agngdd/mL.

3.2.4. Determinacién del contenido en compuestos bioactigoy de la

actividad antioxidante

3.2.4.1 Determinacion del contenido en fenoles totales (FT)

El contenido en FT de las muestras de zumo sendieterusando el método de
Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965) con lmgemodificaciones. El control y las
muestras se diluyeron 1:10 en metanol:agua (6s8) gentrifugaron (10 minutos, 3,000
rpm). Se afiadieron 125 pL de muestra diluida, 128eureactivo de Folin-Ciocalteu y
1,25 mL de solucion saturada de carbonato sédiA). (Finalmente, se afiadio 1,3 mL
de agua destilada a la mezcla y se agitdé suaveneenign vortex. Después de 90
minutos de incubacion en oscuridad a temperatutaiesne, la absorbancia se midio
por triplicado a 760 nm utilizando un espectrofoédrm UV-VIS (Nicolet evolution
300, Thermo Electron Corporation). Se prepar6 um&acde calibracion usando una
solucion estandar de acido galico (0-600 pg/mUpsyresultados se expresaron como

mg de equivalentes de acido galico por 100 mL aeazu
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3.2.4.2 Determinacién del contenido en flavonoides totéffed)

Para determinar el contenido en FvT, se utilizivélodo descrito por Sakanaka
y col. (2005) con ligeras modificaciones. Breversen250 pL de la muestra
centrifugada (10 minutos, 3,000 rpm) se mezclék@86 mL de agua destilada, seguido
de la adicion de 75 pL de una solucién de nitrito sbdio al 5% y se mezclo
suavemente con un vortex. Después de esperar gasjrae afiadié 150 puL de una
solucion de cloruro de aluminio al 10% y se agiil@vemente. La mezcla se dejoé en
reposo durante 5 minutos antes de afadir 0,5 niliditéxido de sodio 1M. Finalmente,
se afiadid 0,275 mL de agua destilada y se mezeld. lhia absorbancia se midi6
inmediatamente por triplicado a 510 nm utilizando espectrofotometro UV-VIS
(Nicolet evolution 300, Thermo Electron Corporajiohos resultados se expresaron

como mg de equivalentes de catequina por 100 ndua.

3.2.4.3.Determinacién del contenido en carotenoides to{&l@s

El contenido de CTofcaroteno,B-caroteno y licopeno) se determind por el
método de Liao y col. (2007), con algunas modifmaes. Se midio la absorbancia a
445, 450 y 470 nm respectivamente usando un espméimetro UV-VIS (Nicolet
evolution 300, Thermo Electron Corporation) a terapga ambiente. Se mezclaron 25
mL de muestra de zumo con 80 mL de n-hexano/acdfiofav/v) en un embudo de
separacion y se agito bien, sacandose la faseicagd@spués de la separacion. Una vez
mas, mediante el uso de 15 mL de n-hexano/acetobawv), la fase acuosa se extrajo
varias veces hasta quedar incolora. La fase org&saeshidratd con sulfato de sodio
anhidro. Los resultados se expresaron como mgrdéecaides por 100 mL de zumo.

3.2.4.4 Determinacion del contenido en acido ascorbico (AA)

El contenido de acido ascorbico en las muestragesFmino usando el método
de titulaciébn 967.21 del 2,6-diclorofenol-indofen(@CPIP) (AOAC, 1995), con
pequefias modificaciones. Para la valoracion del IPC$& prepar6 una solucion
estandar de acido ascorbico (1mg/mL). Se trangfinig alicuota de 2 mL a un matraz
Erlenmeyer, se agregaron 5 mL de solucién de aoetafosforico-acido aceético
(solucidn extractora). Se realiz6 la titulacionid@mente con DCPIP en una bureta de
50 mL hasta que se observé la aparicién de un rose ligero. Se realizo la titulacion

del blanco constituido por 7 mL de la solucién astora mas el volumen gastado en la
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titulacion del estandar en agua, y se realizétldation con DCPIP hasta el tono rosa.
Al valor obtenido del estandar se le resto el thatdo, y la concentracion del DCPIP se
expres6 como mg de acido ascorbico equivalentes malLlde indofenol. Para la
determinacion del contenido en acido ascorbiccaanuestra, se adiciono a la muestra
su misma cantidad en solucién extractora y se raddeh. Se filtr6 con papel de filtro
Whatman (No. 1). Se tomo una alicuota de 2 mL dwado méas 5 mL del acido
metafosfdrico-acético en un matraz Erlenmeyer, geaézo la titulacion con el DCPIP
hasta que viré a rosa. Se realiz6 por triplicadozodumen registrado de titulacion se le
restd el gastado en el blanco. Se determiné laecdracion de &acido ascorbico

empleando la siguiente ecuacion:

mg acido ascorbico= volumen titulacion muestra/iadu titulacion estandar

3.2.4.5.Determinacién de la actividad antioxidante.

Uno de los métodos empleados para determinar ilddaat antioxidante de un
compuesto es el ensayo de DPPH, en el cual seqedaueaccion entre un compuesto
antioxidante especifico con un radical libre egtalosbmo es el DPPH, en el que la
reduccion de la concentracion de DPPH causada paompuesto antioxidante

disminuye los valores de absorbancia.

La actividad antioxidante del ZnN se determiné ainensayo del DPPH
siguiendo el método descrito por Blois (1958) céguaas modificaciones. A una
alicuota conocida (2,5 mL) de muestra diluida (meflade zumo, se afiadié 0,5 mL de
solucion 1 mM (en metanol) de DPPH (1,1-difenil-2rithidrazil). La mezcla de
reaccion se agité con cuidado con el vortex y §é dm la oscuridad a temperatura
ambiente (25£1°C) durante 30 minutos. La absorbaseideterminé a 517 nm usando
un espectrofotometro UV-VIS (Thermo Electron Cogtimn, Nicolet evolution 300).

La actividad antioxidante fue calculada con la &igte ecuacion:
(%) = [(Ao- A1)/Aq]*100

donde A es la absorbancia del control a los 30 minutos gsAla de la muestra a los 30

minutos. Las muestras se analizaron por triplicado.
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3.2.5. Determinacion del color, del pH y de los °Brix

Se determind el color utilizando el método espéatomnétrico reportado por
Kelebek y col. (2008). Se midio directamente lacalbancia de las muestras de ZnN a
420, 520, y 620 nm usando un espectrofotometro W¥-{Thermo Electron
Corporation, Nicolet evolucion 300). Se calculatas siguientes variables: intensidad
de color (IC) como la suma de absorbancia a 420520,nm, y 620 nm; el tono (Tn)
como la division de la absorbancia a 420 nm erdreabosrbancia a 520 nm; el
porcentaje de color amarillo (%Am), de color rd}oRj) y de color azul (%Az), que se
calcularon dividiendo la absorbancia a 420, 52@§ 6m entre la intensidad de color

(IC), respectivamente. Todas las mediciones sezaeah por triplicado.

El pH y los °Brix del ZnN se midieron siguiendonteetodologia descrita en el

apartado 2.2.2 del capitulo 2. Todas medidas $ieasan por triplicado.

3.2.6. Determinacion del indice de pardeamiento no enzim@bo (IP)

Se centrifugaron (10 minutos a 7.800 xg) las masstie ZnN (10 mL) para
eliminar las particulas gruesas de la muestra.ii@dieron 5 mL de etanol (95%) a 5
mL del sobrenadante y se repitio la centrifugaci@absorbancia del sobrenadante se
ley6 a 420 nm usando un espectrofotdmetro UV-MasifiNicolet evolution 300,
Thermo Electron Corporation) con una cubeta de ldenpaso optico, usando agua

destilada como blanco. Las mediciones se realizaootriplicado (Fustier y col. 2011).

3.2.7. Andlisis sensorial

Antes de la evaluacion sensorial, las muestrasnfiefideron refrigeradas (5°C),
codificadas de forma aleatoria y se sirvieron (30 @ 15°C junto con agua sin gas
(Lanjarén, Espafa) a los panelistas (n = 10). B 2m tratar (control) y las muestras
tratadas se presentaron a los panelistas a losegles pidio describir las diferencias
entre las muestras utilizando una escala hedémicEDOcdountos, donde 1 significa “me
disgusta mucho” y 10 “me gusta mucho”. La puntuadé 5 fue el umbral minimo de
aceptabilidad de las muestras (Walkling-Ribeiramly 2009).
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3.2.8. Estudio de vida util

La metodologia utilizada en este estudio se bagéabajos anteriores (Ferrario
y col., 2015; Valero y col., 2007), pero con algumaodificaciones. Las réplicas del
control y de las muestras tratadas de ZnN envaszsigsicamente en recipientes de
polipropileno con tapa de rosca de 50 mL se arralizdespués de 0, 15 y 28 dias de
almacenamiento a 5°C. El zumo se agito y se datéralirecuento de microorganismos
aerobios y el de mohos y levaduras siguiendo ladoédgia descrita en el apartado

anterior (3.2.7). Se hicieron dos placas por dinci

También se siguid la evolucion de los atributossegales y del indice de
pardeamiento no enzimatico durante el estudio da util empleando la metodologia

descrita anteriormente.

3.2.9. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se presentaron como mediasédni estdndar (ds). Se
realizd6 un ANOVA de un factor con un nivel de sfg@cion de p <0,05; y las
diferencias significativas entre las medias se rdeteron mediante la prueba de
comparacion de Duncan. El analisis estadistico sdermiind usando el
STATGRAPHICS plus Version 5.1 (StatPoint Technaodsgilnc., Warrenton, USA

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Andlisis microbiolégico

En nuestro estudio, se observé presencia de mganismos aerobios, asi como
de mohos y levaduras en la muestra control de Zablando se aplicaron los
tratamientos de sonicacion, se observd una clataccgn de la carga microbiana
(Figura 3.1). De hecho, el recuento de microorgaossaerobios mostré una reduccion
significativa en las muestras sometidas a US der86t minutos, mientras que 20

minutos de sonicacién fueron suficientes para elimmohos y levaduras.

Anteriormente, se pensaba que los alimentos aaosy los zumos de citricos,

eran seguros para el consumo directo porque la\supecia de los microorganismos o
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patdgenos era dificil en los niveles mas bajos He $in embargo, los estudios
disponibles han reportado la supervivencia de roiganismos patdgenos a pH bajo

durante largos periodos de tiempo (Wang y col.0201

Otros autores han descrito que el tratamiento c8ndeg potencia es eficaz
reduciendo la presencia de patdégenos transmitidoslgs alimentos en zumos de
guayaba, de naranja y de tomate (Valero y col, 2Qbiéng y col, 2007; Adekunte y
col, 2010). La reduccion de la carga microbianarijgodtribuirse a los mecanismos
combinados fisicos y quimicos que se producen tkrkn cavitacion (Abid y col.
2014a).
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Figura 3.1. Efecto de la sonicacion en la supervimeia de los
microorganismos en el zumo natural de naranja4 aerobios meséfilos;m mohos y

levaduras; A temperatura).

Abid y col. (2014a) estudiaron la inactivacion de télulas microbianas en ZM
tratado con termosonicaciéon (20 kHz; 0,30 Wicrd y 10 min; 20, 40 y 60°C)
aplicando la sonda ultrasénica modelo USP 40-108sgivaron que la inactivacion mas
alta se obtenia segin aumentaba el tiempo de textEmde sonicacion. Sin embargo,
otros investigadores han reportado que la sonigapar si sola no es eficaz para
conseguir la descontaminacion de los alimentospdsienecesario combinar la
sonicacion con otros tratamientos tales como laapbn de presion y/o de temperatura
moderada (Chemat y col., 2011).

107



Capitulo 3. Estudio del efecto de la sonicacidhaceite esencial de hoja de canela
sobre la calidad nutricional y microbiolégica dehm natural de naranja

Se ha informado de que la termosonicacion caugstdivacion de patdgenos
en zumos de arandano, de pifia y de uva (BermudeirsAgy Barbosa-Céanovas, 2012).
En nuestro estudio, el aumento de la temperatulasenuestras asociado al tratamiento
de sonicacion, redujo significativamente el recoel® los microorganismos y llevo a la

descontaminacion total de las muestras a los 3Qtosrde tratamiento.

Se ha demostrado que el US aumenta la sensibildanlobiana a la
temperatura, a la alta presion osmatica y al pld dapido a los cambios estructurales
producidos en la membrana externa de la célula d@/oy col., 2012). En concreto, se
obtienen reducciones microbianas mayores en msestea zumos tratados con
combinacion de US y temperaturas moderadas, lalgoiestra que existe sinergismo

entre sonicacion y tratamiento térmico moderador@idio y col., 2012).

Los resultados obtenidos es este estudio, conquetalos autores anteriores,
pues se obtuvo un aumento de la inactivacion mianaben el ZnN tratado por

combinacion de US y tratamiento térmico moderado.

3.3.2. Determinacién del contenido en compuestos bioactisoy de la

actividad antioxidante

3.3.2.1.Determinacién del contenido en FT

Se produjo un aumento significativo en el conteni#go FT en las muestras
sonicadas de ZnN en comparacion con el controlléTaR). Este aumento fue de 42,74

hasta 69,45 mg Egq Ac Gal/100 mL para un tratamidatsonicacion de 30 minutos.

Estos resultados muestran asimismo una mejordisajiia de los compuestos
fendlicos (FT) con tratamientos de sonicacién apenaturas mas elevadas. De hecho,
durante los 10, 20 y 30 minutos de tratamientotdagperaturas registradas fueron de
43,4°C, 43,0°C y 45,6°C, respectivamente, y ladidases de FT fueron de 68,44,
68,37 y 69,45 mg Eq Ac Gal/100 mL, respectivamente.

Resultados similares fueron observados por Abidly(2014a), que obtuvieron
una mejora significativa en el contenido de FT erestras de ZM sonicado a 60°C. El
aumento en los compuestos fendlicos se puede iatabla ruptura de las paredes
celulares por el tratamiento de termosonicacior,pdria haber facilitado la liberaciéon
de los compuestos fendlicos combinados. Fu y @6l14) empleando la microscopia
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electronica de barrido, informaron que el US camlbiaestructura superficial del
material de la planta por lo que es mas facil exti@s compuestos bioactivos.

Tabla 3.2. Efecto de los tratamientos de sonicaciéen el contenido en fenoles
totales, flavonoides totales, carotenoides totaleactividad antioxidante y acido ascérbico en
el zumo natural de naranja.*

cT* 5
Muestas FT FvT? %Inh 2 AA

a [} L

Control 42,7 +0,8 8,7+0,7 21,7+0,8  0,4+0,08 0,4 +0,0f 0,2 +0,0f 28,9+0,0%

1 min 60,2+0,9 13,6 0,2 37,5+0,3 0,6 +0,01 0,6 +0,01 0,3+0,008 29,4+0,08

10min  684+0,08 14,1+00% 357+08 06+000f 0,6+0,00f 04+0002 36,8+0,08

20 min 68,3+0,02 139008 34,7+04 0,6+0,008 0,6+0,0% 0,4 +£0,008 37,6 +0,0%

30min  69,4+0,8 143+0,02 352+04 0,6+0,008 06+0,008 0,4+0008 37,6+0,02

Valores con letras diferentes en la misma colurard) (son significativamente diferentes (p <0,05jeesi.
* Los valores se expresan como las medias dedpegicionestdesviacion estandar (ds).

1: mg de equivalentes de &cido galico/100 mL.

2 mg de equivalentes de catequina/100 mL.

3: porcentaje de inhibicion [acido ascérbico (Ong/mL): 38,3; catequina (0,01 mg/mL): 68,5]

4: mg/100 mL.

5: mg equivalentes acido ascorbico/100 mL.

3.3.2.2.Determinacién del contenido en FvT

En nuestro estudio, el tratamiento con US del Zrdjond el contenido en FvT
(Tabla 3.2). De hecho, en comparacion con el cbii®@8 mg Eq Cat/100 mL) se
encontré un aumento significativo en todos losatragntos de sonicacion; de 11,58 a
14,32 mg Eq Cat/100 mL de zumo.

Los flavonoides son compuestos polifendlicos ndgsraresentes en plantas (y
productos vegetales) que poseen un amplio espeldraactividades quimicas y
bioldgicas. Varios estudios han demostrado unaelamibn positiva entre el consumo
aumentado de flavonoides con un menor riesgo derrapflades cardiovasculares y

cancer (Hertog y col., 1992).

Con la cavitacion, se generan radicales libreoRittr e hidrégeno a partir de la
disociacion de las moléculas de agua en soluciacassas, debido a la alta temperatura

y la alta presion generadas por el colapso deudsufas de gas formadas (Awad y col.,
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2012; Riesz y Kondo, 1992). Los radicales hidraxiienerados durante la cavitacion
mejoran la capacidad antioxidante de los flavorsidebido a la introduccion de un
segundo grupo hidroxilo en las posiciones ortoa@pdel anillo B de los flavonoides
(Ashokkumar y col., 2008).

3.3.2.3.Determinacién del contenido en CT

La Tabla 3.2 muestra el efecto de los tratamied&sonicacion sobre los CT
del ZnN. Se observaron aumentos significativos|esoetenido de CTo-caroteno -
caroteno Yy licopeno) en las muestras de zumo siemscpor 1, 10, 20 y 30 minutos en
comparacion con la muestra control, observandasedtmres mas altos en las muestras
tratadas con US durante 10 minutos (0,65; 0,694y @1g/100 mL dex-caroteno,-

caroteno y licopeno respectivamente) momento gaela temperatura era de 43,4°C.

Estudios recientes mostraron un aumento en el wiolotele CT en ZN, en ZN
con leche y ZM tratados con US con alta presiéndAdxol., 2014b). Este aumento de
los CT por sonicacion podria ser atribuido a lan@mecanica de las paredes celulares,

lo que podria aumentar el contenido en carotendiioies en el zumo.

Se cree que los carotenoides estan asociados caesgo reducido de varios
trastornos cronicos de salud y también actuariamoaeguladores de la proliferacion y
de la diferenciacion celular, asi como de estimares! de la comunicacion de célula a
célula. Varios estudios muestran que los carotesoidejoran el sistema inmune y
reducen el riesgo de muchas enfermedades cardidaess; cancer, cataratas y

degeneracion macular (Cooper, 2004).

3.3.2.4 Determinacién del contenido en AA

En nuestro estudio, se observo un aumento sigtvican el contenido de AA
después de los tratamientos de sonicacion del Zahlg 3.2). En concreto, a los 10, 20
y 30 minutos (temperatura superior a 43,0°C), lastidades de AA eran
significativamente mas altos (36,76; 37,59 y 36/#8AA/100 mL respectivamente) en
comparacion con el control (28,9 mg AA/100 mL) ynda muestra tratada 1 minuto
(29,4 mg AA/100 mL), mostrando el impacto benefciae la sonicacidon combinada

con temperaturas moderadas para la liberacion de AA
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La calidad nutricional de ZN se relaciona prinaipahte con el contenido en
acido ascorbico (Zerdin y col., 2003). El AA preseactividad antioxidante potencial y
protege a las células de los dafos inducidos porddicales libres. EI AA contribuye
sustancialmente a la prevencion de la apariciéenfiermedades cardiovasculares y del
cancer (Marin y col., 2002). ElI AA es termolabilaiftamente sensible a diferentes
condiciones de procesamiento. EI mecanismo dedeadacion de la vitamina C sigue
vias aerobicas y/o anaerdbicas y depende de lebhes del procesamiento (Vieira y
col., 2000).

Varios estudios reflejan la sensibilidad del AAaasbnicacion. Adekunte y col.
(2010) encontraron una elevada degradacion del Maueo de tomate sonicado. Sin
embargo, otros autores han reportado resultadosases a los nuestros, con un
incremento del contenido de AA después de la sordicadel zumo de guayaba (Cheng
y col., 2007) y del zumo de lima kasturi (Bhat y.c8011). Se ha propuesto que la
sonicacion aumenta el contenido de AA debido disireacion del oxigeno disuelto en
los zumos, el cual es esencial para la degradat@bd®A, a través del fenomeno de

cavitacion generado por la sonicacion (Cheng y 2007).

3.3.2.5.Determinacién de la actividad antioxidante

La Tabla 3.2 contiene los resultados de la actiidatioxidante del ZnN
determinada mediante el ensayo DPPH y expresad@ gawcentaje de inhibicion
(%Inh). Las muestras sonicadas mostraron un aunsgiificativo en el %Inh del
DPPH en comparacién con el control lo que indica mayor concentracion de
antioxidantes. El %Inh del DPPH fue 37,48%, 35,7®4,70% y 35,21% en las
muestras sonicadas 1, 10, 20 y 30 minutos respetdiite, en comparacion con las
muestras control (21,67%). Resultados similareensentraron en zumo de lima kasturi
sonicado (Bhat y col., 2011).

Estos resultados indican que el tratamiento de caoidin mejora
significativamente la capacidad de liberacion demoestos antioxidantes. Ademas, los
radicales hidroxilos generados durante la cavitaoi&joran la capacidad antioxidante

de compuestos bioactivos como los flavonoides (Ristimar y col., 2008).
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3.3.3. Determinacion del pH, de los °Brix y del color

El efecto de los tratamientos de sonicacion sobpHey los °Brix del ZnN se

muestra en laTabla 3.3.

Tabla 3.3. Efecto de la sonicacion sobre el pH yd@BRIX en ZnN (n=3ds).

Muestra pH °Brix

Control 4,00+0,083 10,3+0,3
1 min 3,83+0,0} 10,302
10 min 3,79+ 0,081 10,4+0,2
20 min 3,79+0,0f 10,4402
30 min 3,78+0,0f 10,5+0,3

Valores con letras diferentes en la misma colunara)(son significativamente diferentes (p<0.06p d«
otro

El pH del ZnN tratado mostré una disminucién siigaifiva hasta 3,83 después
de 1 minuto sonicacion (p<0,05). Sin embargo, gestt® la estabilizacion del pH a 3,7
dentro de las muestras tratadas durante 10, 20 giB@tos. La sonicacion no indujo
cambios significativos en los °Brix, incluso despdé 30 minutos de tratamiento. Estos
resultados estan de acuerdo con las observacionesngos sonicados de tomate y de
naranja (Tiwari y col., 2008a).

El efecto de los tratamientos de sonicacion saiseatributos de color del ZnN
se muestra en la Tabla 3.4. El color es un parancédve de la calidad de los zumos de
frutas que influye directamente en los criterios ab@isumo para su aceptacion o
rechazo. En el presente estudio, se registrar@redifias significativas en todos los
atributos de color entre el control y las muesBasicadas. Las muestras de zumo
sometidas a US durante 10, 20 y 30 minutos mostnama reduccion en la IC y el %Az
en comparacién con el control y las muestras sdaeta US durante 1 minuto. Esta
reduccion fue mas significativa con la prolongacifel tiempo de tratamiento. El
mismo resultado se observé para el % Am, pero fwersamente proporcional al
tiempo. Nuestros resultados estan de acuerdo soquie observaron Bhat y col. (2011)

en zumo de lima kasturi sonicado.
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Tabla 3.4. Efecto de la sonicacion sobre los atribos de color en ZnN (n=3+ds).

Color
Muestra IC Tn % Am % Rj % Az
Control 2,787 +0,119 1,278+0,003 41,376+0,172 32,364+0,0692 26,305+0,2512
1 min 3,057 £ 0,005 1,334+0,001 43,224+0,045 32,421+0,0042 24,337+0,044
10 min 2,512 + 0,008 1,447+0,001 45,888+0,0262 31,714+0,0162 22,410£D,0
20 min 2,496 + 0,003 1,460+0,003 46,035+0,0372 31,555+0,0402 22,426+07037
30 min 2,506 + 0,005 1,479+0,003 46,403+0,156 31,271+0,088 22,368+0,003

Valores con diferentes letras en la misma colurara)(son significativamente diferentes (p < 0.0%) de
otro

La degradacion del color en las muestras de zumicaatas se puede atribuir a
las reacciones de oxidacion que se producen cosuftado de la interaccion con los
radicales libres generados durante los tratamiem¢osonicacion (Mason, 1991). En
concreto, la cavitacion inducida durante la sondracseria la responsable de los
cambios de color en los zumos de frutas (Tiwapl, 2008a; Cheng y col., 2007).
Durante el andlisis sensorial (Figura 3.3), sedall@ten estos cambios de color en las

muestras sonicadas de ZnN.

3.3.4. Determinacioén del IP

El IP es uno de los parametros que indica el pargado no enzimatico de ZN.
En el presente estudio, el IP (Figura 3.2) aumeigaificativamente en funcion del
tiempo de tratamiento (Figura 3.2a). En el tiempdrdtamiento més bajo (1 minuto), el
IP aumentd a un 107%. A los 10 minutos de tratatmjd® aumentd a un 157%, en 20
minutos a un 158% y a los 30 minutos a un 172%ufBid.2b). Los estudios de
cinética de reacciones de IP basados en la medi@dsbrbancia en zumos a 420 nm
(Ag20 nm) informaron de una cinética de reaccién deromgo (C=G+K,T; siendo K
la constante de velocidad de reaccion de un matkelginética de orden cero), en que
los valores de kel indican que el pardeamiento no enzimatico predarsobre la
destruccion del pigmento debido a la sonicaciorentnas que los valores deyl
indican que la destruccion del pigmento (carotee)id predomina sobre el
pardeamiento no enziméatico (Tiwari y col., 2008b).
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Figura 3.2. (a): Indice de pardeamiento del zumo naral de naranja

durante los tratamientos de sonicacién y evoluciondel IP de las muestras

almacenadas a 5°C durante 28 diadll TO;H T15; O T28 dias) (b): Porcentaje de

incremento del IP @control; m 1min; A 10 min; ¢ 20 min; o 30 min)

3.3.5. Andlisis sensorial

La Figura 3.3 muestra los resultados del analisisarial a tiempo cero. Las
muestras tratadas durante 0, 1 minuto y 10 minumospresentaban diferencias

estadisticamente significativas para ninguno deplr@metros sensoriales analizados
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(color, aroma, sabor, textura, global). Las musstratadas durante 20 minutos y 30
minutos presentaban una disminucion de la puntnaeshadisticamente significativa
para todos los parametros sensoriales analizadm®dasabor, global), excepto para el
color y la textura, obteniéndose puntuaciones pbapb del limite de rechazo (menores

de 5 puntos). Resultados similares fueron obterpdo$6mez-Lopez y col. (2010).

GLOBAL AROMA

TEXTURA SABOR

Figura 3.3. Evaluacion sensorial del zumo natural & naranja tratado por

sonicacion ¢ control, m1 minutos, A 10 minutos,020 minutos,030 minutos).

3.3.6. Estudio de vida util

El comportamiento de los microorganismos AM y el & en los ZnN
conservados a 5°C durante 28 dias se muestraFéguia 3.4. Para AM (Figura 3.4a),
los mejores resultados a tiempo 0 se obtuvierodndh con 10 minutos de sonicacion
pues se obtuvo una reduccion microbiana signifiaaiimportante, sin embargo con 20
y 30 minutos las reducciones adicionales fueroro mgnificativas. Para ML (Figura
3.4b), los mejores resultados a tiempo O se obmmvien ZnN con 30 minutos de
sonicacion pues se obtuvo una reduccion microbsagaificativa e importante; sin
embargo, con los tratamientos de 10 y 20 minutosodécacion las reducciones fueron

significativas respecto al control pero no enttesel
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Las muestras de ZnN sonicadas almacenadas a 5é@telur5 y 28 dias no
mostraron diferencias significativas entre losatmsientos de sonicacion de 10, 20 y 30
minutos. El almacenamiento refrigerado a 5°C no @éfieaz para controlar el
crecimiento microbiano durante el periodo de 28 dimalmacenamiento a 5°C de todas
las muestras de ZnN. Durante este periodo, seabyserdiferencias significativas en el
crecimiento microbiano de la muestra sin tratan{j@), la muestra tratada 1 minuto y
las muestras tratadas 10, 20 y 30 minutos con UsjulRdos similares fueron
obtenidos por Valero y col. (2007), que informarda que el almacenamiento
refrigerado a 5°C no fue eficaz para controlarretimiento microbiano hasta 42 dias
de almacenamiento en ZN tratado con US de altabapefrecuencia.

La evoluciéon del grado de pardeamiento no enziméatic el ZnN durante el
almacenamiento en refrigeracion a 5°C se muestréa dfigura 3.2. El grado de
pardeamiento mostrd poca fluctuacion durante ébgderde 28 dias, y se observo que el
IP disminuyé significativamente para todas las rirass Estas observaciones estan de
acuerdo con los estudios que informaron de campeguefios en el grado de
pardeamiento de ZN clarificado almacenado 19 sesnand°C. El pardeamiento en
bebidas citricas implica un grupo complejo de riegnes que producen una variedad de
pigmentos de caracteristicas altamente inestablesiér y col., 2011).

Durante la evolucién de los atributos sensorialedod zumos refrigerados a
5°C, las muestras fueron rechazadas después de 2Bb djas debido al mal olor
(puntuacién sensorial inferior a 5). La microfloraural alcanzé ~ 3 log ufc/mL en este
periodo, lo que sugiere una posible relacion eptrerecimiento microbiano y el
deterioro sensorial. Basandose en la percepciommaglolor y en el calculo de la
evolucion de la microflora en el ZnN se puede estiona extension de vida util de 10
dias para las muestras sonicadas durante 10 mirutos 10 dias de almacenamiento a
5°C, se puede calcular que el control alcanzé obtapion de AM de 2,5 log ufc/mL
mientras que las muestras tratadas 10 minutos &oaltanzaron una poblacién de AM

de solamente 1,6 log ufc/mL.
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Figura 3.4. Supervivencia de aerobios mesdfilos tdes (a) y de mohos y
levaduras (b) durante el almacenamiento refrigerad¢5°C) (lcontrol; M1 min; W10
min; M20 min; © 30 min)

En conclusion, los resultados obtenidos indicarani@nte que los tratamientos
de sonicacion tienen un buen potencial para mejtaarcalidad nutricional y
microbioldgica del ZnN. La sonicacion mejoré losnpmuestos bioactivos (FT, FvT, CT
y AA) con reducciones significativas en los recosnmicrobianos. Por lo tanto, la
mejora de FT y de FvT en ZnN sonicado sera bewsficpara los consumidores y, por

tanto, ventajoso para la posible explotacién corakde los zumos sonicados. Nuestros
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resultados mostraron que el US por si solo no tien@oder para inactivar los
microorganismos de forma fiable con fines de corm®dn de los alimentos. Sin
embargo, el US podria ser utilizado en combinac@motros métodos de conservacion
tales como compuestos antimicrobianos, alta presidrostatica, tratamiento térmico
moderado o tratamiento térmico moderado combinaxiopresion estatica moderada

para permitir la inactivacion microbiana y enziroaten alimentos liquidos.
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CAPITULO 4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA
TERMOSONICACION Y EL ACEITE ESENCIAL DE HOJA

DE CANELA SOBRE LOS PARAMETROS DE CALIDAD DE
ZUMOS NATURALES DE NARANJA Y DE GRANADA
UTILIZANDO LA METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE

RESPUESTA.

4.1. Justificacion del estudio

Los efectos protectores de las frutas y verdurat yalor nutricional de los
zumos de frutas estan principalmente relacionadoset contenido en fitonutrientes
antioxidantes y otros compuestos bioactivos talesac el acido ascorbico, los
carotenoides y compuestos fendlicos (Tiwari y c@D09a). La granadaP(nica
granatun) crece en Afganistan, China, India, Iran, Jap@isgs mediterraneos, Rusia y
EE.UU.; se vende fresca o procesada en zumo Yy &lsantenido en fenoles totales en
zumo de granada varia desde 1.808 a 2.566 mg/Ly(Gil., 2000). La granada es una
fuente rica de taninos hidrolizables y antocianifidsontenido total en antocianinas y
taninos hidrolizables en zumo de granada variaéde9la 387,4 mg/L y de 417,3 a
556,6 mg/g, respectivamente (Gil y col., 2000).neaanja Citrus sinensises también
una fruta saludable debido a su contenido en witand y compuestos antioxidantes
(Polydera y col., 2003, 2005).

Los tratamientos térmicos tradicionales empleadasa @msegurar la calidad
microbioldgica de los zumos de frutas tienen uetefaegativo sobre estos compuestos
bioactivos. Por ello, se estan desarrollando nudgasologias con el objetivo de
obtener zumos de frutas seguros microbiologicameei® que al mismo tiempo
conserven mejor durante toda su vida Gtil sus cestps bioactivos y por consiguiente
sus propiedades beneficiosas para la salud. Ueatds nuevas tecnologias es el US de
potencia, que mediante mecanismos fisicos y qusrtiene la capacidad de inactivar
tanto los microorganismos como las enzimas resptesdel deterioro de los zumos de
fruta (Tiwari y Mason, 2012). Por tanto, conoceefdcto que el US tiene sobre estos

compuestos bioactivos es de gran importancia. de sme las propiedades de
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cavitacion y de alteracion de las ondas de US sautilizado para mejorar la extraccion
y la solubilidad de las antocianinas y otros paliles en diferentes medios (Galanakis,
2013). Pero es necesario caracterizar mejor losnpegros implicados en los
tratamientos de termosonicacién de los zumos dasfipara poder obtener un producto
final seguro microbiologicamente y que conserve prgpiedades nutricionales asi

COMO sus compuestos bioactivos.

La metodologia de superficie de respuesta (MSR)nasestrategia que permite
conocer el funcionamiento de un sistema o procemucgntrar las condiciones Optimas
de funcionamiento, permitiendo mejorar los reswta@n cuanto a costo, tiempo,
eficiencia, productividad y/o calidad. Uno de edizéemas es el Disefio Box-Behnken
que se caracteriza por tener tres factores connixetes (Bevilacqua y col., 2013;
Gastélum y col., 2012; Tiwari y col., 2009c; Tiwgrcol., 2010).

El objetivo especifico de este estudio fue optimetdratamiento combinado de
la termosonicacion y el AEC sobre la calidad mimtilgica y nutricional del ZnN y
del ZnG empleando la MSR.

4.2. Disefio experimental y metodologia

4.2.1. Preparacion del ZnN y del ZnG. Preparacion de las mestras con
AEC

Las naranjas se recolectaron en un huerto localidfgs, Murcia, Espafia). Las
granadas fueron compradas en un supermercadododdurcia (Espafa). Los zumos
se prepararon en condiciones asépticas siguienuetiadologia descrita en el apartado

2.2.1 del capitulo 2 pero no se pasterizaron.

Las muestras de zumos con AEC se prepararon sgjuiém metodologia

descrita en el apartado 1.2.4 del capitulo 1.

120



Capitulo 4. Estudio del efecto combinado de la tswnicacion y el aceite esencial
de hoja de canela sobre la calidad nutricionalgrabiol6gica de los zumos naturales
de naranja y de granada utilizando la metodologisugherficie de respuesta

4.2.2. Disefio experimental. Modelo matematico simplificado

Se estudio el efecto de los tres parametros indiégreties [amplitud ultrasonica
(X1, %), concentracion AEC (X mg/L), temperatura (X °C)] sobre las variables
dependientes empleando la MSR. Todos los tratagsehtraron 10 minutos.

El disefio Box-Behnken empleado fue un disefio expsrial de tres factores
con tres niveles. Se utilizé el software Statixi® (Analytical Software, Tallase, FL,

USA) para el disefio experimental, el andlisis desdg el modelo de regresion.

Los factores experimentales fuerorn; 0-100%), % (0-320 mg/L) y % (50-

60°C). El orden experimental fue aleatorizado.

Tabla 4.1. Disefio aleatorizado de 15 ejecuciones.

Factores Pequefo Grande Unidades Continuo
us 0 100 % Si
AEC 0 320 mg/L Si
T2 50 60 °C Si

El software Statixtix 8.0 cre6 un Disefio Box-Behmlgara estudiar los efectos
de 3 factores en 15 ejecuciones (Tabla 4.1). Efdisue ejecutado en un solo bloque.
El orden de los experimentos fue totalmente aleatpara evitar los efectos de
variables ocultas. Los datos experimentales defidi8ox-Behnken fueron analizados

y ajustados a una ecuacion polinébmica cuadratica4B):

Y= Bo+ P1X1+ BoXo+ PaXa+ BraX1® + BoaXo® + PasXa® + P1oX1Xz + BraX1Xa + P2sXoX3
(Ec. 4.1)

donde Y es la variable respuesfa,es la constante; X X, y X3 son las variables
independientesB;, B> Y Pz son los coeficientes linealefi,, Pi1z Y P23 son los
coeficientes de productos cuadraddiyy B22 Y P33 son los coeficientes cuadraticos. Se
utilizé la regresion por pasos hacia atras parardafar un modelo matematico
simplificado capaz de predecir las variables dejeeels. Para el desarrollo del modelo
simplificado, el valor de p<0,05 fue utilizado corriterio de exclusién (Bevilacqua y
col., 2013; Gastélum y col., 2012; Tiwari y coD0®c; Tiwari y col., 2010).
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4.2.3. Tratamientos de termosonicacion con AEC. Efecto sob la

microflora natural del ZnN y del ZnG

El efecto de los tratamientos térmicos y ultrasosise llevaron a cabo por
separado y en combinacion en un recipiente cilindidie doble pared en la que se hizo
circular agua con un bafo termostatico (Digiterrd, I2Selecta®) para alcanzar vy fijar
las temperaturas 50, 55 y 60°C en cada caso (@astetol., 2012). La temperatura del
bafio termostatico se ajustd para cada tratamiefddgmperatura de las muestras fue
controlada con un termometro estéril. EI US (24 kH@5 pm; 33,31 W/mL; 10
minutos) se aplico de forma continua con un prat@saltrasénico UP200H (Hielscher
Ultrasound Technology) utilizando una sonda S3 l@dler). El efecto de los
tratamientos de termosonicacion también fue prolzado0, 160 y 320 mg/L de AEC.

Todos los tratamientos duraron 10 minutos.

Inmediatamente después de cada tratamiento, szareal los recuentos de AM
y de ML utilizando el método de vertido en placaraPlos recuentos de AM se utilizd
agar PCA y para ML el agar PCA+Cf. Se utilizarors gidacas para cada dilucion
decimal y se incubaron a 37°C/24h y a 25°C/48h estsfamente. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

4.2.4. Determinacion de los compuestos bioactivos y de lkactividad

antioxidante

4.2.4.1. Determinacion del contenido en FT

El contenido en FT se determind siguiendo la mdtmda descrita en el
apartado 3.2.3 del capitulo 3. Los resultados peesearon como mg de equivalentes de

acido galico por 100 mL de zumo. Las muestras akzanon por triplicado.

4.2.4.2 Determinacion del contenido en FvT

El contenido de FvT se determind siguiendo la nwdtmda descrita en el
apartado 3.2.3 del capitulo 3. Los resultados peesearon como mg de equivalentes de

catequina por 100 mL de zumo. Las muestras sezanati por triplicado.
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4.2.4.3.Determinacion del contenido en CT en ZnN

El contenido en CT en ZnN se determiné siguiendodéodologia descrita en el
apartado 3.2.3 del capitulo 3. Los resultados gpeesaron como mg de carotenoides
por 100 mL de zumo. Las muestras se analizarotripbcado.

4.2.4.4 Determinacion del contenido en antocianinas monimaertotales
(AMT) en ZnG. Método del pH diferencial

El contenido de AMT se determind utilizando el niétadel pH diferencial
descrito por Giusti y Wrolstad (2005) y por Tirkydz y Ozkan (2014). Previamente,
las muestras se centrifugaron a 3000 rpm duranteid@tos. El pH de las muestras de
zumo fue llevado a 1,0 y a 4,5 con tampones deirdale potasio y de acetato de sodio
respectivamente. Las muestras se dejaron reposantdul5 minutos a temperatura
ambiente (~25°C). La absorbancia de las muestrasidié a 512 nm (ki) para el
contenido de AMT y a 700 nm para la correccion debittez usando un
espectrofotometro UV-VIS (Nicolet evolution 300,ermo Electron Corporation) con
cubetas de 10 mm de longitud de trayecto. Todaséabdas de absorbancia se llevaron
a cabo a temperatura ambiente frente a agua desitancomo blanco. La concentracién
del pigmento se expresa como mg de equivalentesatdina-3-O-glucosido [peso
molecular: 449,2; coeficiente de extincion: 26.20@&m mol)] por 100 mL de zumo.
La diferencia entre los valores de absorbancia aljgHy a pH 4,5 es directamente
proporcional a la concentracibn de AMT. Todas lasdigiones se hicieron por

triplicado.

4.2.4.5 Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determiné siguiendm&todologia descrita en el
apartado 3.2.4 del capitulo 3. Los resultados garesaron como porcentaje de

inhibicion. Las muestras se analizaron por triplca

4.2.5. Determinacion del pH, de los °Brix y del color

El pH y los °Brix se midieron siguiendo la metodp& descrita en el apartado
2.2.2 del capitulo 2. Todas medidas se realizaoonriplicado.
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El color se determiné siguiendo la metodologia disen el apartado 3.2.5 del

capitulo 3. Las muestras se analizaron por trigbca

4.2.6. Estudio de estabilidad de los ZnN y ZnG conservadas5°C

Este estudio se bas6é en trabajos anteriores, meraalgunas modificaciones
(Ferrario y col, 2015; Tiwari y col., 2009d; Valeyocol, 2007). Réplicas de muestras
control y tratadas por termosonicacion de ZnN y Ze@Gn AEC envasadas
asépticamente en recipientes con tapa de roscaligeopileno de 50 mL se analizaron
después de 30 dias de almacenamiento a 5°C. Deb pmeviamente agitado, se
tomaron alicuotas y se determinaron los parameleosolor y FT para ambos zumos,
AMT para el ZnG y CT para el ZnN.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Parametros de calidad de los zumos naturales sindtiar

Las Tablas 4.2 y 4.3 muestran los parametros deéadatie los ZNs sin tratar.
Nuestros resultados son similares a los encontraolostros autores, tanto para el ZnN
(Nuncio-Jauregui y col., 2015; Polydera y col., 200005; Varela-Santos y col., 2012)
como para el ZnG (Gil y col., 2000; Hernandez y.,ct999; Jaiswal y col., 2009;
Lépez-Rubira y col., 2005; Mousavinejad y col., 20Boyrazoglu y col., 2002).
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Tabla 4.2. Parametros de calidad de los zumos natles sin tratar.

ZnN nG
pH 3,78+0,01 4,28+0,01
°Brix 15,00+0,09 15,72+0,04
Intensidad de color (IC) 3,43+0,27 3,41+1,12
Tono (Tn) 1,29+0,02 1,41+0,04
% Amarillo (%Am) 41,81+0,53 44,76+0,71
% Rojo (%R)) 32,3940,11 31,7240,33
% Azul (%AZ) 25,80+0,42 23,51+0,42
Act. Antx (%Inh) 45,29+13,03 34,3148,27
FT (mg Eq ac galico/100mL) 63,34+3,06 111,10+43,77
FvT (mg Eq catequina/100 mL) 4,87+0,10 16,72+7,90
CT (B-caroteno) (mg/100 mL) 0,73+0,12 -
AMT (mg cianidina-3-glucésido/100 mL) — 5,65+1,73

La Tabla 4.3 muestra la calidad microbiolégica o ZNs sin tratar. El ZnG
presenté una mayor poblacion microbiana, lo cuaripoatribuirse a las diferencias
morfologicas de las frutas y a que se necesitamangor manipulacion de la granada

para obtener el zumo.

Tabla 4.3. Poblacién microbiana de los zumos sinatar.

AM ML
ZnN 1,50+1,13 1,13+0,18
ZnG 3,35+0,33 2,97+0,27
Unidades: log ufc/mL

4.3.2. Ajuste al modelo matematico simplificado

Las variables independientes US\XAEC (Xp) y temperatura (¥ junto con
sus variables respuestas para el disefio Box-Behs&kenuestran en las Tablas 4.10 a
4.17. A partir de estos resultados experimentalés Bcuacion 4.1, se predijeron los

coeficientes de regresion de las ecuaciones poigasncuadraticas simplificadas que se
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muestran en las Tablas 4.4 a 4.8. Los valores giresli estdn estrechamente
correlacionados con los datos experimentales, coefiejan los valores de los
coeficientes de regresion ajustado§a,-§FqUe estdn comprendidos entre 0,84 y 0,99,
para los variables experimentales estudiadas emsmimos. El analisis de varianza
muestra que las ecuaciones polinbmicas de segumddo gobtenidas ajustan
adecuadamente los datos experimentales de los @@aodnde calidad de los zumos
estudiados. El coeficiente de determinacién m@tagustado (r?g,-) para la mayoria de
los valores de respuesta fa€,92, excepto para las variables %Ink?afR),89) en
ambos zumos, pH EE{=O,88) en ZnN, °Brix (??31-:0,84) en ZnG y el parametro IC
(R%=0,87) en ZnN.

Respecto al estudio de vida util, las variablepuesta que se ajustaron bien al
modelo simplificado fueron los kh del ZnN y del ZnG (E%j=0,92 y F?a,-:o,87,
respectivamente) y las AMT EEFO,%). Las variables respuesta que no se ajustaron
bien al modelo (R,-SO,33) fueron Cp en ZnN y los pardmetros de colos@dias para

ambos zumos.

Tabla 4.4. Coeficientes de regresion de la ecuacig@nadratica simplificada

para los parametros de color del zumo natural de gmada.

Coeficientes IC Tn %Am %AZ %Rj

Bo -150,707**** 9,321 11 %+ 215,436**** -92,2028**** - 23,7299**
Lineales

B1 0,03409** 0,00242%*** 0,04802**** -0,03607**** ns

B2 0,01288*** -0,00613**** -0,12665**** 0,0827 1%+ 0,04386****

Bs 5,80875%*** -0,28014**** -6,11508**** 4,20914**** 1,91304****
Cuadraticos

Bu -0,000105**** -0,000009556* -0,0002147** 0,0001662* 0,00004746*

B2z -0,00000944**** 0,000003396**** 0,00007Q74**** -0,0004461**** -0,00002592****
Bas -0,05437**** 0,00248**** 0,05477**** -0,03821 **** -0,01651%***
Productos

cruzados

Bi2 ns ns 0,00004906* -0,00004385** ns

Bis -0,0003867* ns ns ns -0,000231****
B2s -0,0001635** 0,00008542**** 0,001 7 1%+ -0,00111%** -0,0006083****
R?2 0,9814 0,9261 0,9434 0,9527 0,9191

RZaJ 0,9773 0,9121 0,9308 0,9422 0,9038

p p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

*Significante a g0,05, **Significante a 0,01, ***Significante a 0,001, ****Significante a g0,0001; ns No significante
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Tabla 4.5. Coeficientes de regresion de la ecuaciénadratica simplificada

para los parametros de color del zumo natural de manja.

Coeficientes IC n %Am %Az %Rj

Bo 18,6667**** 3,4366%*** 84,471 7**** -2,31593"* 18,6603****
Lineales

B1 -0,01529**** 0,00494x*** 0,11991%*** -0,09397***x - 0,01922%***
B2 ns ns ns 1,01865**** 0,00251*

i -0,54071%** -0,07904**** -1,565703**** ns 0,49328***
Cuadraticos

Bu 0,0000931**** -0,00002877**** -0,0007409**** 0,000018**** 0,0001448****
B2z ns ns -0,000003261** 0,000002763* ns

Bas 0,00484*** 0,0007231**** 0,01415%*** -0,00918*** -0,00442%***
Productos

cruzados

Bi2 ns ns 0,00001607* -0,00001665** ns

Bis ns ns ns ns -0,0001267*
B2s ns ns ns ns -0,00004271*
R? 0,8811 0,9849 0,9899 0,9882 0,9901

R%; 0,8692 0,9834 0,9883 0,9864 0,9883

p p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

*Significante a g0,05, **Significante a 0,01, ***Significante a 0,001, ****Significante a g0,0001; ns No significante

Tabla 4.6. Coeficientes de regresion de la ecuaci@nadratica simplificada

para los parametros de calidad del zumo natural dearanja y del zumo natural de

granada.
nG ZnN
Coeficientes pH °Brix pH °Brix
Bo 25,1769%+** 6,34697* 3,72362**** 46,0648****
Lineales
B. 0,02103*** ns 0,0003358* 0,00621****
B2 -0,00158**** 0,00973*+** -0,00312%*** 0,00762***
i -0,71214%**x 0,31449** -1,23253****
Cuadraticos
Bu -0,00005022**** 0,00002003**** -0,00002531*
B2z 0,000006131**** 0,000005234**** -0,000001438****
Bas 0,00604**** -0,00251** 0,01224xx*
Productos
cruzados
Biz ns ns -0,000002552**
Bis -0,00028** ns
B2s ns -0.0001906**** 0,00006514**** -0,0001218**
R? 0,9208 0,8618 0,8896 0,958
R%; 0,9058 0,8400 0,8755 0,9514
p p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

*Significante a g0,05, **Significante a 0,01, ***Significante a 0,001, ****Significante a g0,0001; ns No significante
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los compuestos bioactivos y la actividad antioxidde del zumo natural de naranja.

Tabla 4.7. Coeficientes de regresion de la ecuaciémadratica simplificada para

Coeficientes Fo FT30 FvT CTyw CTio %Inh

Bo 1574,26%*** 1961,87**** -37,3896%*** 0,59854**** 374,983****
Lineales

B1 -0,6789**** ns 0,15667**** ns ns

B2 ns ns 0,02732%*** 0,00166**** 0,03427*xx*
i -53,4569%*** -68,0122%*** 0,77383**** ns -12,6786***
Cuadraticos

Bu 0,00321**** ns -0,00161%*** ns -0,0008023****
B2z 0,0001823**** ns -0,00007458**** -0,000003997**** -0,00004858**
Bas 0,47172%*** 0,60491%*** ns ns 0,11836%***
Productos

cruzados

P12 ns ns 0,0002768**** ns ns

Bis 0,00786** ns ns -0,00005068**** 0,00163****
B3 -0,000363* 0,0003948**** ns ns ns

R? 0,9604 0,9260 0,9526 0,9245 <0,3 0,9022

R%; 0,9529 0,9205 0,9451 0,9190 <0,3 0,8868

P p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05

*Significante a 0,05, **Significante a 0,01, **Significante a g0,001, ****Significante a §0,0001; ns No significante

los compuestos bioactivos y la actividad antioxidae del zumo natural de granada.

Tabla 4.8. Coeficientes de regresion de la ecuaci@oadratica simplificada para

Coeficientes Fho FTis0 FT AMT 4 AMT 130 % Inh

Bo 299,094 **** 4961 ,89**** 481,135%*** -32,4638**** 282,744+ 3512,62%***
Lineales

Bs ns 0,20449%*** 0,60814**** ns ns -0,35389****
B2 -1,50633**** -1,21765%*** -0,0348**** -0,07293**** -0,01743** ns

Bs ns -174,457%** -16,0734***=* 1,73355%*** -10,3218*** -127,132%***
Cuadraticos

Bu -0,00356**** ns ns -0,0001007**** ns 0,00247***
B2z 0,0005731***=* 0,0008196**** 0,00003784* ns ns ns

Bas -0,05754**** 1,55739%*** 0,13841x++* -0,0188**** 0, 0944 *** 1,15837****
Productos

cruzados

Biz 0,00177%x** ns 0,0003182***x ns ns 0,0004084***
P13 ns ns -0,01102**** 0,000157** ns ns

B2s 0,02105%*** 0,0158**** ns 0,00122**+** 0,000276**** ns

R? 0,9691 0,8900 0,9489 0,9679 0,9618 0,9061
R%; 0,9642 0,8727 0,9392 0,9629 0,958 0,8941
CV

P p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

*Significante a 0,05, **Significante a §0,01, **Significante a g0,001, ****Significante a §0,0001; ns No significante
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4.3.3. Efecto de los tratamientos de termosonicacion conEC sobre la

microflora natural del ZnN y del ZnG

La Tabla 4.3 muestra la poblacion microbiana delosos sin tratar.

La Tabla 4.9 muestra el efecto de los tratamiesbse la poblacién microbiana

de ambos zumos naturales.

Para el ZnN, los tratamientos que consiguieron G8194 de la inactivacion
microbiana fueron varios: 100%US+320mg/L+55°C; 5@4WL60mg/L+55°C;
100%US+160 mg/L+50°C; 50%+320mg/L+60°C; 50%+160mgA°C; 50%US+60°C;
160mg/L+60°C; 100%US+160mg/L+60°C. Por el contramd tratamiento menos
efectivo para inactivar la poblacion microbiana lueombinacion 160 mg/L+50°C que
produjo una reduccién del 10,70% para AM y del GJsara ML.

Para el ZnG, el tratamiento mas eficaz para lativeeon microbiana fue la
combinacion 100%US+160mg/L+60°C que produjo unacgeidn del 82,40% para AM
y del 91,92% para ML. Por el contrario, el tratamdemenos eficaz fue la combinacion
100%US+160mg/L+50°C que produjo una reduccion &% para AM y del 13,47%
para ML.
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Tabla 4.9. Efecto de los tratamientos de termosorzicion sobre la microflora

natural del zumo natural de naranja y del zumo natwal de granada.

ZnN ZnG
US (%) AEC (mg/L) T°C) AM ML AM ML

100 320 55 0,00+0,00 0,00+0,00 1,8940,02 1,42+0,17
50 160 55 0,00+0,00 0,00+0,00 2,13+0,03 1,94+0,05
50 160 55 0,00+0,00 0,00+0,00 2,13+0,03 1,94+0,05
100 160 50 0,00+0,00 0,00+0,00 3,18+0,01 2,57+0,03

0 0 55 0,90+0,08 0,72+0,17 1,92+0,30 1,80+0,28

0 320 55 0,39+0,12 0,00+0,00 1,80+0,06 1,57+0,04
50 0 50 0,95+0,07 0,00+0,00 2,63+0,01 2,70+0,01
100 0 55 0,74+0,06 0,00+0,00 2,13+0,42 1,69+0,30
50 320 60 0,00+0,00 0,00+0,00 0,87+0,24 0,65+0,07
50 160 55 0,00+0,00 0,00+0,00 2,13+0,03 1,94+0,05
50 320 50 0,30+0,43 0,00+0,00 3,09+0,01 2,31+0,02
50 0 60 0,00+0,00 0,00+0,00 1,39+0,04 0,48+0,67

0 160 60 0,00+0,00 0,00+0,00 1,06+0,31 1,41+0,04
100 160 60 0,00+0,00 0,00+0,00 0,59+0,83 0,24+0,34

0 160 50 1,34+0,37 1,06+0,08 3,12+0,02 2,66+0,00

Destacar que para ambos zumos, la poblacion deudlnfas sensible a todos
los tratamientos que la poblacion de AM. Las b@$eiGram-positivas son mas
resistentes al tratamiento con US que las Gramtivegaposiblemente a causa de su
pared celular mas gruesa, debido a la capa egmimgnte mas fuerte de
peptidoglicano presente en las células Gram-pasitique les proporciona una mejor
proteccion contra los efectos del US. En cuan® farima de los microorganismos, los
cocos son mas resistentes que los bacilos debitbo ralacion superficie celular/

volumen (Chemat y col., 2011; Feng y col., 2008).

Respecto al efecto de los AEs, en general las t@xt@ram-positivas son mas
susceptibles a los AEs, aunque hay algunas execegsioLos hongos son mas
susceptibles que las bacterias a algunos AEs, quoncejemplo al AE de canela,
(Kalemba y Kunicka, 2003; Lopez y col., 2005; Reyasdo y col., 2015).

Nuestros resultados son similares a los obtenidws gtros autores que
estudiaron el efecto de la termosonicacion y awtibbianos naturales sobre la

poblacion microbiana de zumos y obtuvieron una maywctivacion cuando
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combinaron los tres factores y determinaron queamghlevaduras eran mas sensibles,
y que las bacterias Gram-positivas eran mas ragst€dChemat y col., 2011; Feng y
col., 2008; Kalemba y Kunicka, 2003; Lépez y cd005).

4.3.4. Efecto de los tratamientos de termosonicacion conEC sobre los

compuestos bioactivos y la actividad antioxidante

4.3.4.1.Determinacion del contenido en FT

El contenido en FT de las muestras sin tratar eré334+3,06 y 111,10+43,77
mg Eqg ac galico/100 mL para el ZnN y el ZnG respaatente (Tabla 4.2).

El ajuste de los datos experimentales a los deketoagimplificado, viene dado
por el parametro E,-, siendo sus valores 0,95 y 0,96 para el ZnN y eGZ
respectivamente (Tabla 4.10), se considera un hjste con una significacion de
p<0,05. Todos los tratamientos duraron 10 minutos.

La Figura 4.1 muestra el efecto de la temperatird)S y el AEC sobre el

contenido en FT de ambos zumos.
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Tabla 4.10. Efecto de la termosonicacién y del ateiesencial de hoja se

canela sobre el contenido en fenoles totales de lmsmos naturales de granada y de

naranja.
ZnG ZnN

US (%) AEC (mg/L) T2(°C) Valexper Valpred ygjexper Valpred
100 320 55 89,62+4,31 93,22 78,90+0,97 80,80
50 160 55 90,43+0,06 89,19 60,10+0,58 58,25
50 160 55 86,06+0,06 89,19 56,05+0,00 58,25
100 160 50 83,41+2,41 90,02 85,66+1,85 85,99
0 0 55 130,30+0,61 125,04 61,20+1,66 61,08
0 320 55 77,73+£5,98 72,18 75,57+2,77 73,36
50 0 50 151,7943,35 146,34 76,20+£0,25 74,45
100 0 55 85,86+0,83 89,44 68,04+0,65 68,52
50 320 60 80,97+1,02 92,19 72,88+0,94 74,39
50 160 55 89,27+2,85 89,19 58,53+2,14 58,25
50 320 50 93,95+2,69 88,12 88,44+1,00 87,30
50 0 60 73,20+2,12 83,05 61,32+0,84 62,70
0 160 60 72,84+4 91 67,69 66,47+2,03 66,22
100 160 60 77,65+6,45 60,41 80,14+1,73 77,59
0 160 50 84,26+0,80 97,30 79,85+1,55 82,48

0,9642* 0,9529*

FT (mg &c galico/100ml)
*Valor R

En el ZnG, el tratamiento 50%US+0 mg/L+50°C supusoincremento del
36,62% en el contenido de FT, mientras que el riatao 0%US+160mg/L+60°C

implicé una disminucién del 34,44% en el conterded-T.

En el ZnN, el tratamiento 50%US+320 mg/L+50°C sopus incremento del
39,63% en el contenido de FT, mientras que el nat@o 50%US+160mg/L+55°C

implico una disminucién del 11,51% en el conterdéd-T.

Rawson y col. (2011) encontraron una disminuci@niBcativa en el contenido
fendlico total cuando se aumentd la temperaturgpaelesamiento y se usaron tiempos
de tratamientos largos. Sin embargo, la amplituduvo un efecto significativo en el
contenido de FT. Este hecho se puede atribuir ardasciones de oxidacion,
promovidos por la interaccion de los radicalesebformados durante la sonicacion
(Tiwari y col., 2009d). Rawson y col. (2011) obseon también una mayor retencién
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de los compuestos fendlicos cuando llevaron a tabtamientos de ultrasonidos mas
suaves (20 kHz, 24,um, 25°C, 2 min). En contraste, observaron una disaidn
significativa en compuestos fendlicos (58%) cuasdautilizé el US a 20 kHz, 61um,
45°C, 10 min. Este hecho podria explicarse pordatidad de radicales hidroxilo
generados durante la cavitacion acustica, que depee la frecuencia, y afecta
negativamente al contenido en fenoles, y algunosresi han observado una
disminuciébn en su concentracion que se ha relagmneon el aumento en la
concentracion de fenoles hidroxilados (Ashokkumaol, 2008; Awad y col., 2012;
Riesz y Kondo, 1992).

Keenan y col. (2012) estudiaron el efecto del Ubkz, 24,4 a 61,0 um, 3-10
min) en el contenido de FT de batidos de frutashservaron que las reducciones mas

altas se producian al nivel de amplitud maxima

Zafra-Rojas y col. (2013) evaluaron los efectosutel(20 kHz, 40 a 80%, 3-25
min) sobre los compuestos fendélicos de zumo dettisguera” y obtuvieron que el US a
una amplitud de 80% aplicado durante 5 y 8 min @laaisina liberacion significativa
del contenido de FT, posiblemente debido a la raptie las paredes celulares por
efecto del US, facilitando, a continuacion, la tdx®én del contenido celular.

Abid y col. (2014a) y Abid y col. (2013) obtuvieron aumento significativo en
el contenido en &cido clorogénico (40%), acido icafg19%), catequina (20%),
epicatequina (145%) y floridzina (76%) de ZM traigoor US en comparacion con

muestras sin tratar.

Santhirasegaram y col. (2013) encontraron un awnsignificativo en los
compuestos fenolicos totales (30-35%) en zumo deggmaatado con US (40 kHz, 130

W, 15 y 30 min, 25°C) en comparaciéon con las masstontrol.
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Figura 4.1. Efecto de la temperatura, el ultrasonid y el aceite esencial de hoja
de canela sobre el contenido en fenoles totales. 2umo granada. B: zumo naranja. a:
0% amplitud; b: 50% amplitud; c: 100% amplitud. mg Eq &c. galico/100 mL.B 50-70;
B 70-90;0 90-110H 110-13(MW 130-158, 150-1'8; 1m@D; O 190-210.
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4.3.4.2 Determinacion del contenido en FvT

El contenido en FvT de las muestras sin trataree$,87+0,10 y 16,72+7,90 mg
Eq cat/100 mL para el ZnN y el ZnG respectivaménébla 4.2).

El ajuste de los datos experimentales a los delefoagimplificado viene dado
por el parametro E,-, siendo sus valores 0,95 y 0,94 para el ZnN y eGZ
respectivamente (Tabla 4.11), se considera un auste con una significacion p<0,05.

Todos los tratamientos duraron 10 minutos.

La Figura 4.2 muestra el efecto de la temperatelrd)S y el AEC sobre el

contenido en FvT de ambos zumos.

Tabla 4.11. Efecto de la termosonicacion y el aceitesencial de hoja de

canela sobre el contenido en flavonoides totales tes zumos naturales de granada y

de naranja.
ZnG ZnN

US (%) AEC (mg/L) T2(°C) Valexper Valpred gl exper Valpred
100 320 55 14,64+1,64 18,91 16,28+0,21 14,70
50 160 55 14,41+0,06 13,84 14,58+0,00 13,66
50 160 55 13,58+0,06 13,84 12,86+0,00 13,66
100 160 50 30,37+1,57 29,70 7,01+0,05 7,76
0 0 55 18,74+3,44 15,79 3,65+0,10 5,17
0 320 55 7,86+0,08 8,53 6,01+0,31 6,28
50 0 50 25,03+0,51 26,35 5,63+0,04 511
100 0 55 17,18+2,36 15,99 5,06+0,08 4,74
50 320 60 12,76+£0,25 10,18 18,60+0,11 18,38
50 160 55 14,30+0,72 13,84 13,67+0,86 13,66
50 320 50 26,82+1,49 24,18 9,09+0,05 10,64
50 0 60 10,43+0,15 12,35 13,48+0,16 12,85
0 160 60 9,15+0,05 10,41 11,71+0,25 11,50
100 160 60 10,96+0,16 10,19 14,25+0,40 15,50
0 160 50 17,74+0,21 18,89 5,35+0,03 3,76

0,9392* 0,9451*

FvT (mg Eqg catequina/100 mL)
*Valor R

En el ZnG, el tratamiento 100%US+160mg/L+50°C sapws incremento del
81,64% en el contenido de FvT, mientras que ehrmanto 0%US+320mg/L+55°C

implicé una disminucién del 52,99% en el conterdéd-vT.
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En el ZnN, el tratamiento 50%US+320mg/L+60°C supusoincremento del
281,93% en el contenido de FvT, mientras que é¢hartreento 0%US+0mg/L+55°C

disminuy6 un 25,05% el contenido de FvT.

Aadil y col. (2013) encontraron que el contenidd=@n flavonoides y flavonoles
de zumo de pomelo mejoraron después del tratamamtdJS (28 kHz, 20°C, 30-90

min).
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Figura 4.2. Efecto de la temperatura, el ultrasonid y el aceite esencial de hoja de canela
sobre el contenido en flavonoides totales. A: zungranada. B: zumo naranja. a: 0% amplitud; b:
50% amplitud; c: 100% amplitud. mg Eq catq/100 mL. @ 0-5; B 5-10;0 10-1585 15-20@ 20-
25;8 25-30;8 30-35.
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4.3.4.3.Determinacion del contenido en CT en ZnN

El contenido en CT del zumo sin tratar es de 0,712:@hg/100 mL (Tabla 4.2).
El contenido en CT sélo se determind en el ZnN @mstss compuestos bioactivos son
mayoritarios en el ZnN, y es uno de los paramalesalidad de este zumo; mientras

que en el ZnG se encuentra en cantidades sigivicaénte menores.

El ajuste de los datos experimentales a los delefoagimplificado viene dado
por el parametro E, siendo su valor 0,92 para el ZnN (Tabla 4.12)¢c@ssidera un

buen ajuste con una significacion p<0,05. Todogredamientos duraron 10 minutos.

La Figura 4.3 muestra el efecto de la temperatird)S y el AEC sobre el

contenido en CT del ZnN.

Tabla 4.12. Efecto de la temperatura, el aceite esgal de hoja de canela y el

ultrasonido sobre el contenido en carotenoides tdis del zumo natural de naranja.

US (%) AEC (mg/L) T?%°C) Valexp Val pred

100 320 55 0,45+0,03 0,44
50 160 55 0,62+0,00 0,62
50 160 55 0,61+0,01 0,62
100 160 50 0,51+0,02 0,51
0 0 55 0,59+0,03 0,60

0 320 55 0,73+0,04 0,72

50 0 50 0,48+0,06 0,47
100 0 55 0,32+0,09 0,32
50 320 60 0,56+0,04 0,57
50 160 55 0,63+0,01 0,62
50 320 50 0,58+0,05 0,59
50 0 60 0,45+0,05 0,45
0 160 60 0,77+0,06 0,76

100 160 60 0,46+0,02 0,46
0 160 50 0,76+0,01 0,76

0,9190*

CT (B-caroteno) (mg/100 mL)
*Valor R
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En el ZnN, el tratamiento 0%US+160mg/L+60°C supusoincremento del
5,48% en el contenido de CT, mientras que el triataim 100%US+0mg/L+55°C

disminuyo el contenido de CT un 56,16%.

Varios autores han estudiado el efecto del procesdéon con US sobre la
estabilidad de los carotenoides. Rawson y col. XP@&ktudiaron el impacto de los
tratamientos con US (20 kHz, 24,4 a 61 um, 25-4%@0 min) sobre el licopeno.
Encontraron una disminucion significativa en elteoido de licopeno de las muestras
procesadas cuando se aumentaron la amplitud, ®ipdiede procesamiento y la
temperatura, siendo maxima la degradacion deldico54%) cuando se utilizaron las
condiciones de tratamiento mas altas. Sin embasgencontrdé un ligero aumento en el
contenido de licopeno cuando se utilizan las aomdis mas bajas. Por el contrario,
Abid y col. (2014a) y Abid y col. (2013) encontraran aumento significativo de 12-
27% en el contenido total de carotenoides de ZMnda se aplican tratamientos de US
(25 kHz, 70%, 20°C, 0 a 60 min). Ellos atribuyesste aumento a la ruptura mecéanica
de las paredes celulares, facilitando asi la esitaade carotenoides. Del mismo modo,
Santhirasegaram y col. (2013) también encontramrawmento significativo de los

carotenoides (4-9%) en zumo de mango tratado pddlB$ 30 min).
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mg/100m

mg/100m

T(°C) 60

56 0
Tec) 98 60

Figura 4.3. Efecto de la temperatura, el ultrasonid y el aceite esencial de
hoja de canela sobre el contenido en carotenoidestdles en zumo natural de
naranja. a: 0% amplitud; b: 50% amplitud; c: 100% amplitud. mg/100 mL. @ 0,2-
0,4, ®0,4-0,6;,0 0,6-0,8.
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4.3.4.4 Determinacion del contenido en AMT en ZnG.

El contenido en AMT de las muestras de ZnG siratras de 5,65+1,73 mg
cianidina-3-glucdsido/100 mL (Tabla 4.2). El contlenen AMT sélo se determind en
el ZnG pues estos compuestos bioactivos son masiosten el ZnG, y es uno de los
parametros de calidad de este zumo; mientras gee&1N se encuentra en cantidades

significativamente menores.

El ajuste de los datos experimentales a los delefoagimplificado viene dado
por el parametro E‘ cuyo valor es 0,96 para el zumo de granada (T4ldl3), se
considera un bien ajuste con una significacion @0Todos los tratamientos duraron
10 minutos. La Figura 4.4 muestra el efecto demaperatura, el US y el AEC sobre el
contenido en AMT del ZnG.

Tabla 4.13. Efecto de la temperatura, el aceite asgal de hoja de canelay el
ultrasonido sobre el contenido en antocianinas momaeéricas totales del zumo natural

de granada.

US (%) AEC(mg/L) T2°C) Valexp Valpred

100 320 55 4,09+0,24 4,00
50 160 55 5,33+0,01 5,26
50 160 55 5,19+0,00 5,26
100 160 50 4,81+0,22 5,08
0 0 55 5,86+0,22 6,01

0 320 55 4,18+0,14 4,15

50 0 50 7,43+0,34 7,35
100 0 55 6,09+0,05 5,87
50 320 60 4,16x0,01 4,17
50 160 55 5,28+0,08 5,26
50 320 50 3,69+0,27 3,54
50 0 60 4,00+0,04 4,09
0 160 60 4,05+0,10 3,91

100 160 60 3,94+0,07 3,85
0 160 50 5,45+0,03 5,30

0,9629*

mg cianidina-3-glucosido/100 mL
*Valor R
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En el ZnG, el tratamiento 50%US+0mg/L+50°C suponeincremento del
31,50% en el contenido de AMT, mientras que ehtra¢énto 50%US+320mg/L+50°C
implicé una disminucién del 34,69% en el conterddcdAMT.

Abid y col., (2014a) y Abid y col., (2013) no ent@mon modificaciones

significativas en el contenido de antocianinasiésta

En un estudio hecho sobre el efecto del US en zdenmora, Tiwari y col.
(2009b) obtuvieron una ligera degradacion (6%) lecoatenido total de antocianinas
cuando utilizaron las condiciones mas severas (1686%amplitud, 10 min), lo que

muestra la alta estabilidad de las antocianinaaaas al tratamiento de sonicacion.

Patras y col. (2010) obtuvieron diferencias sigatiivas en el contenido de
antocianina de zumo de uva después del tratam@noUS, con una retencion de
97,5%, 48,2% y 80,9% para cianidina-3-O-glucésidmlvidina-3-O-glucdsido vy
delfinidina-3-O-glucésido. En el mismo estudio, @eservé un ligero aumento de
cianidina-3-O-glucésido cuando se aplicaron las langes mas bajas y el tiempo de
tratamiento mas corto y esto se atribuyd a la egitba de antocianinas unidas de las
matrices. En otro estudio, se obtuvo un ligero aumgl-2%) en el contenido de
antocianinas totales en zumo de fresa tratado &(R0 kHz, 40-100%, 5-39,9°C, 0-10
min). Especialmente importante fue el aumento d&rgenidina-3-glucésido cuando se
utilizaron las amplitudes mas bajas y los tiempedrdtamiento mas cortos (20 kHz,
40% de amplitud, 2 min, 30,6°C) (Tiwari y col., Bof). Sin embargo, estos autores
encontraron una disminucion maxima de 3,2% en elecido de antocianinas totales
cuando aplicaron la mayor amplitud y el tiempo dgamiento mas largo (20 kHz,
100% de la amplitud, 10 min, 39,9°C) (Tiwari y ¢@008d).

Cuando el US se aplica a los sistemas de liquidng)s mecanismos pueden
actuar simultaneamente como son las tensiones masamas microcorrientes y la
implosion de ondas de choque, asi como los efetgionicos producidos por la
implosion de burbujas y la produccion de radicilres (Valdramidis y col., 2010). En
consecuencia, la via de degradacion del acido lsisody de las antocianinas podria ser
debida a fendmenos de termdlisis y de combusti@ntignen lugar dentro de la burbuja
de cavitacion o a la reaccion con radicales hidmoxjue se forman durante la

sonicacion. La mayor degradacion relativa observatta acido ascoérbico en
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comparacion con la antocianina se puede atriblas aiferencias en las propiedades
fisicoquimicas de los dos compuestos (Tiwari y,caD08d). Segun Petrier y col.
(2007), cuando se aplica sonicacion a compuestosdiferentes propiedades fisico-
guimicas, los mas volatiles se degradan primeroeBibargo, a pesar del hecho de que
la formacion de radicales es una desventaja pacariaervacion de los componentes
sensibles, tales como fenoles, se puede mejoractimidad antioxidante de otros
compuestos como los flavonoides mediante el aumel#ola extension de la

hidroxilacién (Ashokkumar y col., 2008).

La mayor degradacion de antocianinas en muesttiis con US se debe a la
formacion, el crecimiento y rapido colapso de bjabumicroscopicas. Las cavidades
formadas por sonicacion, se pueden llenar con vdpaagua y gases disueltos en el
zumo, tales como £ Ny, que pueden ser responsables de la degradacidatiozi de
las antocianinas, asi como los radicales libres spuéorman durante la sonicacion.
Cuando la amplitud del US es mayor, mayor cantid@cenergia y de intensidad se
introduce en el sistema sonicado (zumo), provocamd@olapso de las burbujas de
cavitacion. Entonces, el vapor y los gases de daglades se disipan en los sistemas,
causando varias reacciones quimicas. Ademas, ladbgon de antocianinas durante
el procesamiento de US podria estar relacionado l@®mreacciones de oxidacion,
promovido por la interaccion de radicales libredes como hidroxilo’QH), formados
durante la sonicacion después de la reacciG®OH+H), lo que conduce a la
descomposicion quimica por la apertura de anillosa yformacion de chalcona
(Dubrovi y col., 2011; Tiwari y col., 2009b).

En concreto, la degradacion de P3G (Pelargonidigax®sido) y de AA (ac.
ascorbico) durante el tratamiento con US puedecgesecuencia de las condiciones
fisicas extremas que se producen dentro de lasujasrlde cavitacion durante su
colapso y varias reacciones sonoquimicas que ocwireultaneamente o de forma
aislada (Dubrow y col., 2011; Tiwari y col., 2009b). Se sabe caednicacion causa
una reduccion del oxigeno disuelto presente erzlwsos, el cual es un parametro
critico que influye en la estabilidad del AA y d83G. El AA es sensible al calor y su
mecanismo de reaccion de descomposicion en losemtos se ha estudiado

ampliamente. EI AA se degrada aerébicamente y ah@mamente durante el
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almacenamiento, dependiendo de las condicionesntc@namiento, el envasado y el
método de procesamiento empleado. La menor degéadae la P3G durante el
almacenamiento podria estar asociada con el efgotector del AA (Tiwari y col.,
2009d).
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mg cianidina-3-glucdsido/10(

mg cianidina-3-glucésido/10(

mg cianidina-3-glucésido/10t

Figura 4.4. Efecto de la temperatura, el ultrasonid y el aceite esencial de
hoja de canela sobre el contenido en antocianinasomomeéricas totales del zumo
natural de granada. a: 0% amplitud; b: 50% amplitud; c: 100% amplitud. mg
cianidina-3-glucésido/100 mL.8 0-18 1-20 2-:00 2: @W4-5;0 5.6;8 .70
7-8.
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4.3.4.5. Determinacion de la actividad antioxidante

Los valores de porcentaje de inhibicion (%Inh)rdelical DPPH de las muestras
sin tratar son 45,29+13,03 y 34,31+8,27 para el Zn® ZnG respectivamente (Tabla
4.2).

El ajuste de los datos experimentales a los deletocgimplificado viene dado
por el parametro E,-, siendo los valores de 0,89 y 0,89 para ambos g\(ffrabla 4.14),
se considera un buen ajuste con una significans®0p. Todos los tratamientos

duraron 10 minutos.

La Figura 4.5 muestra el efecto de la temperawird)S y el AEC sobre la

actividad antioxidante de ambos zumos.

Tabla 4.14. Efecto de la temperatura, el aceite esgal de hoja de canelay el

ultrasonido sobre la actividad antioxidante de lozumos naturales de granada y de

naranja.
nG ZnN

US (%) AEC (mg/L) T3&°C) Valexp Val pred Val exp aMpred
100 320 55 23,66+5,10 26,81 44,21+1,842,63
50 160 55 16,11+0,47 16,18 42,38+1,042:42
50 160 55 15,95+0,32 16,18 42,41+1,092,42
100 160 50 49,91+1,01 47,79 40,08+0,161,32
0 0 55 29,18+7,53 24,43 35,12+0,4(85,70
0 320 55 21,2246,46 24,43 40,74+0,5@1,69
50 0 50 31,58+3,64 40,43 40,08+0,589,02
100 0 55 15,94+0,47 13,74 36,60+1,056,64
50 320 60 51,54+1,23 49,85 49,06+1,149,24
50 160 55 16,08+0,43 16,18 42,38+1,092,42
50 320 50 50,89+5,35 46,96 44,51+0,285,01
50 0 60 47,10+4,38 43,31 42,75+1,7%3,25
0 160 60 50,45+5,35 54,83 45,55+0,334,60
100 160 60 49,69+1,30 50,68 46,02+0,146,36
0 160 50 54,85+3,62 51,94 41,82+0,191,19

0,8941* 0,8868*

%Inhibicion (%lnh)
*Valor R
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En el ZnG, el tratamiento 0%US+160mg/L+50°C supusoincremento del
59,87% del %lInh, mientras que el tratamiento 100¥S)/L+55°C implicé una
disminucion del 53,51% del %Inh.

En el ZnN, el tratamiento 50%US+320mg/L+60°C supusoincremento del
8,32% del %lInh, mientras que el tratamiento 0%US3Qwb5°C implico una
disminucién del 22,46% del %Inh.

En un estudio realizado sobre el efecto del U2} 24,4-61,0 pm, 3-10 min)
sobre la capacidad antioxidante total de batidosfrdeas, se observé que las
reducciones mas altas de la actividad antioxidaatproducian a amplitudes maximas

(Keenan y col., 2012).
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Figura 4.5. Efecto de la temperatura, el ultrasonid y el aceite esencial de
hoja se canela sobre el la actividad antioxidante#\: zumo natural de granada B:

zumo natural de naranja. a: 0% amplitud; b: 50% amplitud; c: 100% amplitud. %
Inhibicion. @ 10-20; @ 20-30;0 30-401 40-5(W 50-60.
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4.3.5. Efecto de los tratamientos de termosonicacion conEC sobre el

color, el pH y los °Brix

Los valores de pH de las muestras sin tratar fudyd8+0,01 y 4,28+0,01 para

el ZnN y el ZnG respectivamente (Tabla 4.2).

El ajuste de los datos experimentales a los deletocgimplificado viene dado
por el parametro E‘ cuyos valores fueron 0,88 y 0,96 para el ZnN yZe(
respectivamente (Tabla 4.15), se considera un aueste con una significacion p<0,05.

Todos los tratamientos duraron 10 minutos.

Tabla 4.15. Efecto de la temperatura, el aceite asgal de hoja de canelay el

ultrasonido sobre el pH de los zumos naturales deanada y de naranja.

ZnG ZnN
US (%) AEC (mg/L) T3°C) Valexp Valpred Valexp ahpred

100 320 55 4,42+0,00 4,46 3,66+0,01 3,68
50 160 55 4,35+0,00 4,34 3,74+0,00 3,76
50 160 55 4,36+0,00 4,34 3,75+0,00 3,76
100 160 50 4,73+0,00 4,77 3,71+0,00 3,70
0 0 55 4,37+0,01 4,28 3,72+0,01 3,72
0 320 55 4,41+0,00 4,40 3,71+0,00 3,72
50 0 50 4,98+0,01 4,90 3,76+0,01 3,74
100 0 55 4,34+0,00 4,34 3,75+0,02 3,76
50 320 60 4,38+0,01 4,40 3,81+0,01 3,80
50 160 55 4,35+0,01 4,34 3,74+0,01 3,76
50 320 50 5,13+0,01 5,02 3,62+0,02 3,60
50 0 60 4,15+0,00 4,28 3,74+0,02 3,74
0 160 60 4,17+0,02 4,10 3,84+0,00 3,81
100 160 60 4,16+0,01 4,02 3,82+0,01 3,81
0 160 50 4,45+0,01 4,57 3,70+0,01 3,71
0,9642* 0,8755*

*Valor R

En el ZnG, el tratamiento 50%US+320mg/L+50°C supusoincremento de
0,85 unidades en el pH (19,86%), mientras queaghrriento 50%US+0mg/L+60°C

implicé una disminucién de 0,13 unidades en el pja4%).
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En el ZnN, el tratamiento 0%US+160mg/L+60°C supwsancremento de 0,06
unidades en el pH (1,59%), mientras que el tratamiec0%US+320mg/L+50°C

implicé una disminucién de 0,16 unidades en el $23%).

Los °Brix de las muestras sin tratar fueron 15,008¢ 15,72+0,04 para el ZnN

y el ZnG respectivamente (Tabla 4.2).

El ajuste de los datos experimentales a los deletncgimplificado, que viene
dado por el parémetrozﬁ cuyos valores fueron 0,95 y 0,84 para el ZnN yYmrG
respectivamente (Tabla 4.16), siendo mejor el @jysara el zumo de naranja
(p<0,01)que para el de granada (p<0,05). Todosdtamientos duraron 10 minutos.

Tabla 4.16. Efecto de la temperatura, el aceite asgal de hoja de canelay el

ultrasonido sobre los °Brix de los zumos naturalede granada y de naranja.

nG ZnN

US (%) AEC (mg/L) T2&°C) Valexp Val pred Val exp aMpred
100 320 55 16,60£0,00 16:55  1595+0,01 15,96
50 160 55 16,1520,00 16:11  1580+0,00 15,70
50 160 55 16,05+0,00 16,11  1555+0,00 15,70
100 160 50 16,05+0,00 16,16  1565+0,05 15,65
0 0 55 16,08+0,06 16,05  1520+0,05 15,30
0 320 55 16,40+0,00 16,35  15,70+0,01 15,60
50 0 50 16,05+0,00 15,85  15,35+0,05 15,29
100 0 55 16,18+0,12 16,25  1560+0,05 15,67
50 320 60 16,00+0,00 16,22  16,42+0,06 16,52
50 160 55 16,12+0,06 16,11  15,72+0,14 15,70
50 320 50 16,58+0,06 16,45  15,70+0,01 15,78
50 0 60 16,10+0,00 16,23  16,46+0,10 16,42
0 160 60 16,30+0,00 16,04  16,20+0,05 16,23
100 160 60 16,43+0,06 16,24  16,62+0,06 16,59
0 160 50 15,82+0,06 15,96  1525+0,05 15,28

0,8400* 0,9514*

*Valor R%;

En el ZnG, el tratamiento 100%US+320mg/L+55°C sapws incremento del

5,60% en los °Brix, mientras que el tratamiento @6L60mg/L+50°C implico también

un incremento del 0,64% en los °Brix.
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En el ZnN, el tratamiento 100%US+160mg/L+60°C sopuis incremento del
10,80% en los °Brix, mientras que el tratamientdJ®%0mg/L+55°C supuso también

un incremento del 1,33% en los °Brix.

Tiwari y col. (2008b) encontraron que el procesantaeultrasénico no tenia un
efecto significativo en el pH, o los °Brix, con @gkndencia de la intensidad de US o el
tiempo de tratamiento (p <0,05). Estos resultadw&nede acuerdo con los de Kim y
col. (2001) para el zumo de naranja y con los dartdgy col. (2006) para la sidra de
manzana procesada con US de potencia. Sin emleardos resultados obtenidos en el
presente estudio si se observa un efecto de légrdacy de su combinacién sobre
ambos parametros. Podria ser debido a la presdatiAEC y a que se trabajo con

temperaturas superiores a las usadas por estosa(#d0°C).

Los valores de los parametros de color de las magestn tratar para el ZnN

estan en la Tabla 4.2.

El ajuste de los datos experimentales a los deletncgimplificado, que viene
dado por el parémetroﬂ?\ es bueno con una significacion p<0,05 (Tabla4.I@dos

los tratamientos duraron 10 minutos.

En el ZnN, el tratamiento 0%US+160mg/L+50°C supusoincremento del
11,66% de la IC, mientras que el tratamiento 100%@828mg/L+55°C supuso una
disminucién del 14,29% de la IC.

El tratamiento 100%US+160mg/L+60°C supuso un ineremdel 17,05% del
tono, mientras que el tratamiento 0%US+320mg/L+58490uso una disminucion del
1,55% del tono.

El tratamiento 100%US+160mg/L+60°C supuso un ineremdel 12,32% del
%Am, mientras que el tratamiento 0%US+320mg/L+583Guso una disminucion del
1,36% del %Am.

El tratamiento 0%US+320mg/L+55°C supuso un increémdal 0,37% del %R,
mientras que el tratamiento 100%US+160mg/L+60°Cusoipuna disminucion del
3,95% del %R.
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El tratamiento 0%US+320mg/L+55°C supuso un incrémetel 1,82% del
%Az, mientras que el tratamiento 100%US+160mg/LE&puso una disminucion del
14,73% del %Az.

Los cambios de color que se observan pueden seadas por la cavitacion,
que regula diversas reacciones fisicas, quimichmlogicas, tales como la aceleracion
de reacciones quimicas, el aumento de las veloesddée difusion, la dispersion de
agregados, o el desglose de particulas tales comima&s y microorganismos (Tiwari y
col., 2008b).

El color del ZN se debe principalmente a los pigioercarotenoides, cuyo
contenido depende del grado de maduracién del, flogotratamientos de elaboracion,
las condiciones de almacenamiento y las reaccidaegsardeamiento. La degradacion
del color puede ser debida a las condiciones fisgremas que se producen durante la
sonicacion (temperaturas de hasta 5.000°C y pesida hasta 500 MPa), conduciendo
a la isomerizacion acelerada de los carotenoideao & col. (2006) informaron de
efectos significativos en pigmentos carotenoidestaf@antina), lo que lleva a la
degradacion del pigmento en compuesto(s) incolpré@emas, la degradacion de los
carotenoides durante el procesamiento ultrasonigede estar relacionada con las
reacciones de oxidacion, que promueve la interacodd los radicales libres formados
durante la sonicacién. Las cavidades formadasgaoihicacion se pueden llenar con
vapor de agua y gases disueltos en el zumo, cogyp K. Los radicales hidroxilo
producidos por la cavitacion pueden estar implisa@m la degradacion de los
pigmentos carotenoides tales como -, y {-caroteno presentes en el ZN (Tiwari y
col., 2008b).

Los valores de los parametros de color de las magestn tratar para el ZnG

estan en la Tabla 4.2.

El ajuste de los datos experimentales a los deletncgimplificado, que viene
dado por el parémetroﬂ?\ fue bueno con una significacion p<0,05 (Tabla%.Todos

los tratamientos duraron 10 minutos.

En el ZnG, se observa que el tratamiento 50%US+§A0¥B5°C supuso un
incremento del 49,27% de la IC, mientras que éhitngento 100%US+160mg/L+60°C
supuso una disminucion del 33,14% de la IC.
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El tratamiento 50%US+0mg/L+50°C supuso un incremdst 14,89% del tono,
mientras que el tratamiento 0%US+160mg/L+50°C supus disminucion del 9,22%
del tono.

El tratamiento 50%US+0mg/L+50°C supuso un incremdet 8,85% del %Am,
mientras que el tratamiento 0%US+160mg/L+50°C supus disminucion del 7,71%
del %Am.

El tratamiento 0%US+160mg/L+50°C supuso un incremdal 1,92% del %R,
mientras que el tratamiento 50%US+0mg/L+50°C supumen disminucion del 5,11%
del %Rj.

El tratamiento 0%US+160mg/L+50°C supuso un incremetel 12,12% del

%Az, mientras que el tratamiento 50%US+0mg/L+508Buso una disminucion del
9,91% del %Az.
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Tabla 4.17. Efecto de la temperatura, el aceite esgal de hoja de canela y el ultrasonido

sobre los parametros de color de los zumos naturalele naranja y de granada.

Zumo Natural de Naranja

us AEC T2 IC 1Grea Tn Trhred %Am %AMpes %R %Ryred %Az %AZred

100 320 55  2,94+0,01 2,97 1,48+0,01 1,48 46,36+0,0%5,40 31,2940,01 31,30 22,34+0,03 22,31
50 160 55  3,12+0,00 3,04 1,44+0,00 1,45 45,58+0,015,83 31,5840,00 31,50 22,84+0,00 22,68
50 160 55  3,01+0,00 3,04 1,47+0,00 1,45 46,14+0,0105,83 31,4440,00 31,50 22,41+0,00 22,68
100 160 50 3,18+0,01 3,13 1,49+0,00 1,50 46,48+0,006,75 31,2740,02 31,23 22,27+0,01 22,09
0 0 55  3,66%0,05 3,57 1,29+0,01 1,28 41,60+0,01 6411, 32,42+0,01 32,42 25,984+0,01 25,94
0 320 55  3,40+0,02 3,57 1,27+0,01 1,28 41,24+0,151,3¢ 32,51+0,05 32,47 26,27+0,11 26,22
50 0 50 3,13+0,02 3,20 1,48+0,01 1,47 46,28+0,08 ,146  31,34+0,01 31,36 22,39+0,08 22,47
100 0 55  3,06+0,10 2,97 1,48+0,01 1,48 46,26+0,2%6,22 31,2740,04 31,25 22,51+0,20 22,56
50 320 60 3,28+0,01 3,12 1,47+0,01 1,47 45,92+0,05,06 31,3840,01 31,35 22,71+0,03 22,58
50 160 55  3,08+0,07 3,04 1,45+0,01 1,45 45,77+0,3%,83 31,53+0,08 31,50 22,70+0,25 22,68
50 320 50 3,16+0,00 3,20 1,47+0,00 1,47 46,23+0,085,06 31,47+0,02 31,48 22,31+0,05 22,49
50 0 60  3,03+0,01 3,12 1,46+0,01 1,47 45,86+0,18 ,1316  31,40+0,04 31,37 22,764+0,16 22,56
0 160 60 3,68+0,05 3,65 1,30+0,01 1,30 42,03+0,071,94 32,3340,07 32,34 25,65+0,01 25,83
100 160 60 2,99+0,05 3,05 1,51+0,01 1,50 46,96+0,146,75 31,11+0,08 31,10 22,00+0,14 22,18
0 160 50 3,83+0,07 3,73 1,29+0,01 1,29 41,83+0,10L,94 32,36+0,01 32,33 25,80+0,09 25,74

0,8692* 0,9834* 0,9883* 0.9883* 0,9864*
Zumo Natural de Granada

us AEC T2 IC IGred Tn Trhred %Am %AMpes %R %Ryred %Az %AZred

100 320 55  4,76+0,06 4,81 1,45+0,00 1,45 45,56+0,015,82 31,4540,01 31,42 22,9940,02 22,73
50 160 55 5,06+0,00 5,06 1,36+0,00 1,37 43,55+0,018,64 32,04+0,00 32,03 24,40+0,00 24,30
50 160 55 5,09+0,00 5,06 1,37+0,00 1,37 43,73+0,018,64 32,03+0,00 32,03 24,24+0,00 24,30
100 160 50 4,76x0,00 4,74 1,43+0,00 1,45 45,07+0,005,27 31,51+0,00 31,45 23,41+0,00 23,29
0 0 55  4,42+0,05 4,30 1,43+0,00 1,42 45,03+0,13 794, 31,45+0,00 31,54 23,5240,14 23,71
0 320 55  4,39+0,38 4,58 1,29+0,02 1,30 41,64+0,46L,6(1 32,25+0,07 32,22 26,11+0,38 26,08
50 0 50 4,10+0,00 4,28 1,62+0,00 1,61 48,72+0,00 ,448  30,10+0,00 30,19 21,184+0,00 21,34
100 0 55  4,70+0,22 4,54 1,54+0,10 1,56 47,38+2,017,44 30,83+0,71 30,75 21,79+¢1,30 21,77
50 320 60 2,58+0,03 2,38 1,54+0,00 1,56 47,64+0,0%7,90 30,85+0,01 30,74 21,51+0,06 21,29
50 160 55 5,07+0,01 5,06 1,36+0,00 1,37 43,61+0,14B,64 32,04+0,01 32,03 24,35+0,09 24,30
50 320 50 4,90+0,00 4,82 1,38+0,00 1,36 43,79+0,018,33 31,71+0,00 31,84 24,51+0,00 24,78
50 0 60 2,31+0,02 2,37 1,51+0,00 1,54 47,0940,04 547  31,19+0,01 31,04 21,7240,03 21,40
0 160 60 2,33+0,03 2,34 1,37+0,01 1,37 43,87+0,1%3,64 32,06+0,03 32,13 24,07+0,12 24,23
100 160 60 2,28+0,00 2,37 1,53+0,01 1,51 47,60+0,14%,11 31,0940,04 31,22 21,31+0,09 21,58
0 160 50 4,43+0,00 4,32 1,28+0,00 1,30 41,31+0,00L,83 32,330,00 32,13 26,36+0,00 25,94

0,9773* 0,9121* 0,9308* 0,9038* 0,9422*
US (%); AEC (mg/L); T2 (°C)
*Valor R

Los cambios observados en el color y las anto@anpueden ser causados por

la cavitacion, que regula diversas reaccionesasiquimicas o biologicas, tales como
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la aceleracion de reacciones quimicas, el aumeatdasl velocidades de difusion,
dispersion de agregados o destruccion de molécolaplejas susceptibles tales como
enzimas y polimeros implicados en el color (Sataly, 1995). Por ejemplo, se sabe que
el color del zumo de mora se debe principalmentla @resencia de pigmentos
carotenoides y de antocianinas. La degradacionalet de este zumo puede ser debida
a las condiciones fisicas extremas que se prodidgemte la sonicacion (temperatura
de hasta 5.500°C y una presién de hasta 500 MRBahdl§ 1988). Se sabe que varias
reacciones sonoquimicas, como son la generacidgadieales libres, la mejora de las
reacciones de polimerizacién/despolimerizacion raotreacciones pueden ser las
responsables de la degradacion de las antociapidakcolor (Floros y Liang, 1994).
La degradacion de los compuestos responsableoldelycde las antocianinas durante
el procesamiento con US puede estar relacionadalasomeacciones de oxidacion,
promovidas por la interaccion con los radicaleseBbque se forman durante el
tratamiento con US (Portenlanger y Heusinger, 1992)s radicales hidroxilo
producidos por la cavitacion pueden estar implisaglo la degradaciéon de antocianinas
por la apertura de anillos y la formacién de chadc¢Sadilova y col., 2007). Se ha
postulado la apertura del anillo de pirilio y larf@cion de chalcona como una primera
etapa de la degradacion; y se ha propuesto lalisidrael resto glicosidico y la

formacion de la aglicona como la reaccion iniciaiari y col., 2009b).

4.3.6. Estudio de estabilidad de los ZnN y ZnG conservadas5°C

Los parametros de color de los zumos sin tratasezoados a 5°C durante 30
dias se muestran en la Tabla 4.18, pudiéndosevalbssambios significativos en los
parametros del ZnG. Lo cual podria explicarse podisminucién significativa del
contenido en antocianinas al final del periodo diatio (Tabla 4.19), que son las

principales responsables del color del ZnG.
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Tabla 4.18. Parametros de color de los zumos natues sin tratar (Tiempo O

y Tiempo 30 dias a 5°C).

ZnN

IC Tn %Am %Rj %Az
Tiempo 0 3,4340,27 1,29+0,02 41,81+0,53 32,39+0,175,80+0,42
Tiempo 30 dias  3,05+0,67 1,27+0,05 41,18+1,40 3039 26,43+1,22
nG

IC n %AmM %Rj %Az
Tiempo 0 3,41+1,12 1,41+0,04 44,76+0,71 31,72+0,33 23,5120,4

Tiempo 30 dias 0,58+0,14 2,17+0,11 58,48+1,84 26,91+0,53 14,6(%1,3

De los compuestos bioactivos determinados al fidal periodo de
almacenamiento en refrigeracion de las muestradraiar, se observa que tanto el
contenido en CT en el ZnN como el de AMT en el ZmdBminuyeron

significativamente (Tabla 4.19).

Tabla 4.19. Compuestos bioactivos de los zumos nedles sin tratar

(Tiempo 0 y Tiempo 30 dias a 5°C).

ZnN ZnG
FTy (mg Eq gal/100 mL) 63,34+3,06 111,10+43,77
FTso (Mg Eq gal/100 mL) 60,64+1,21 96,58+32,34
CTy (mg/100 mL) 0,7340,12 -
CTizo (Mg/100 mL) 0,50+0,08 -
AMT , (mg cianidina-3-glucésido/100 mL) - 5,65+1,73
AMT 150 (Mg cianidina-3-glucésido/100 mL) - 0,97+0,89

Los compuestos bioactivos (FT, CT, AMT) y los pagfnos de color del ZnN y
del ZnG tratados, también se determinaron al fawel periodo de almacenamiento

refrigerado (30 dias a 5°C).

En el ZnN, el ajuste de los datos experimentalésatgenido en Fj, a los del
modelo simplificado es bueno, teniendéaij valor de 0,92 con una significacion
p<0,05. Sin embargo, el ajuste para log§fle Rza,- <0,3, con una significacién p>0,05
(Tabla 4.20).
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La Figura 4.6 muestra el efecto de la temperateird)S y el AEC sobre el

contenido en FT del ZnN al final del almacenamierfdgerado.

En el ZnN, el tratamiento 50%US+320mg/L+50°C (1(utes) supuso un
incremento del 32,42% en el contenido degdTmientras que el tratamiento
100%US+0mg/L+55°C (10 minutos) supuso una dismérucdel 16,46% en el
contenido de Fd, (Tabla 4.20).

En el ZnN, el tratamiento 100%US+160mg/L+50°C (lidwutos) supuso un
incremento del 24% en el contenido de T mientras que el tratamiento
0%US+160mg/L+50°C (10 minutos) supuso una disméwciel 40,00% en el
contenido de Ci(Tabla 4.20).

Tabla 4.20. Compuestos bioactivos del zumo naturde naranja tratado con
combinacion de ultrasonido, temperatura y aceite esicial de hoja de canela al final

del almacenamiento refrigerado (30 dias a 5°C).

FTtSO CTt30
US (%) AEC(mg/L) T3C°C) Valexp Valpred Valexp Val pred
100 320 55 57,47+0,30 58,00 0,41+0,06
50 160 55 55,51+0,29 54,53 0,48+0,00
50 160 55 55,70+0,12 54,53 0,46+0,00
100 160 50 75,39+2,73 76,69 0,62+0,02
0 0 55  49,95+247 51,05 0,38+0,03
0 320 55 56,47+0,77 58,00 0,58+0,01
50 0 50 73,87+2,15 73,53 0,53+0,01
100 0 55 50,66+1,52 51,05 0,52+0,11
50 320 60 65,68+1,00 66,39 0,31+0,05
50 160 55 56,02+0,83 54,53 0,47+0,02
50 320 50 80,30+0,79 79,85 0,55+0,01
50 0 60 57,67+1,14 58,81 0,49+0,04
0 160 60 60,25+1,59 62,60 0,45+0,06
100 160 60 66,89+8,63 62,60 0,3540,19
0 160 50 77,26x2,21 76,69 0,30+0,03
0,9205* <0,3*

*Valor R%;

Se ha informado que el procesamiento con US de gtieme, un efecto minimo

sobre la degradacion de los principales parameateoalidad tales como el acido
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ascorbico y el color en ZN durante el almacenamieni0°C (Tiwari y col., 2008c).
Este efecto positivo del US se supone que es debldeliminacion eficaz de oxigeno

ocluido del zumo el cual se sabe que estad implieadta degradacion de los zumos
(Knorr y col., 2004).

mgEq ac. gal/100

Figura 4.6. Efecto de la temperatura, el ultrasonid y el aceite esencial de
hoja de canela sobre el contenido en fenoles totaldel zumo natural de naranja al
final del almacenamiento refrigerado. 0% amplitud. mg Eq. ac. galico/100 mL .8
50-70; @ 70-90.

En el ZnG, el ajuste de los datos experimentalesalgenido en Fip a los del
modelo simplificado fue bueno, teniend&aij valor de 0,87, con una significacion
p<0,05. El ajuste para el contenido en AJTuvo un valor de Rj de 0,96, con una
significacién p<0,05 (Tabla 4.21).

La Figura 4.7 muestra el efecto de la temperateird)S y el AEC sobre el
contenido en F% del ZnG al final del almacenamiento refrigerada. [Eigura 4.8
muestra el efecto de la temperatura, el US y el AB&re el contenido en AM{ del

ZnG al final del almacenamiento refrigerado.

En el ZnG, el tratamiento 50%US+0mg/L+50°C (10 rosy supuso un

incremento del 56,54% en el contenido degdTmientras que el tratamiento

158



Capitulo 4. Estudio del efecto combinado de la tswnicacion y el aceite esencial
de hoja de canela sobre la calidad nutricionalgrabiol6gica de los zumos naturales
de naranja y de granada utilizando la metodologisugherficie de respuesta

0%US+320mg/L+55°C (10 minutos) supuso una disméwciel 47,26% en el

contenido de Fi.

En el ZnG, el tratamiento 50%US+0mg/L+60°C (10 rosy supuso un
incremento del 270,10% en el contenido de AdWTmientras que el tratamiento
100%US+320mg/L+55°C (10 minutos) supuso una disondmu del 81,44% en el
contenido de AM¥q.

Tabla 4.21. Compuestos bioactivos del zumo naturde granada tratado con
combinacion de ultrasonido, temperatura y aceite esicial de hoja de canela al final

del almacenamiento refrigerado (30 dias a 5°C).

FTiso AMT 59

US (%) AEC (mg/L) T&°C) Valexp Val pred Valexp aMred
100 320 55 66,65¢+2,01 70.67  0,18+0,01 0,00
50 160 55 51,81+0,06 °3:28  0,23+0,00 0,25
50 160 55 56,52+0,06 53,28  0,26+0,00 0,25
100 160 50 102,00+0,18 105,52  2,05+0,03 2,07
0 0 55 78,17+2,11 77,86  0,20+0,04 0,61
0 320 55 50,94+129 50,22  0,18+0,02 0,00
50 0 50 151,1945,54 142,74  2.87+0,02 2,65
100 0 55 101,33+2,29 98,31  0,32+0,01 0,61
50 320 60 102,26+4,40 108,94  2,67+0,02 3,00
50 160 55 53,73+2,44 53,28  0,24+0,01 0,25
50 320 50 100,81+4,81 89,82  1,07+0,06 1,49
50 0 60 101,63+0,69 111,30  3,59+0,07 3,28
0 160 60 92,56+4,84 7891  297+0,03 3,14
100 160 60 102,77+13,499,36  3,25+0,21 3,14
0 160 50 73,43+16,00 8507 2264001 2,07

0,8727* 0,058*

*Valor R%;

Tiwari y col., (2009d) investigaron la estabilidael las antocianinas en zumo de
fresa sometido a US (20 kHz, 0,33-0,81 W/mL, 0-Ifi)rdurante el almacenamiento,
mostrando altos niveles de retencion de pelargoai@iglucdsido. Sin embargo, los
resultados dependieron en gran medida de la temperde almacenamiento, con una
mayor estabilidad de la pelargonidina-3-glucosaa temperatura de almacenamiento
de 4°C que de 20°C.
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Figura 4.7. Efecto de la temperatura, el ultrasonid y el aceite esencial de
hoja de canela sobre le contenido en fenoles totaldel zumo natural de granada al
final del almacenamiento refrigerado. a: 0%amplitud; b: 50% amplitud; c: 100%
amplitud. mg Eq. Ac. Géalico/100 mL.@ 0-20,8 20-400 40-60; ' 60-80;@ 80-
100;3@ 100-120® 120-14(0 140-160.
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Figura 4.8. Efecto de la temperatura, el ultrasonid y el aceite esencial de
hoja de canela sobre el contenido en antocianinasomomeéricas totales del zumo

natural de granada al final del almacenamiento refigerado. 0% amplitud. mg
cianidina-3-glucésido/100 mL.@ 0-18 1-20 2-.:0 .3: W 4-5:0 5.6; 8 6-7;
07-s.

Respecto a los parametros de color, el ajuste ded&ios experimentales
obtenidos al final del estudio de estabilidad adesmodelo simplificado no es bueno,

teniendo I%a,- un valor <0,3 para ambos zumos, con una significge>0,05.

En el ZnN (Tabla 4.22), se observa que el trataimi€oUS+160mg/L+50°C
supuso un incremento del 22,95% de la IC, mientcae el tratamiento
100%US+160mg/L+50°C supuso una disminucion dell29,8e la IC.

El tratamiento 100%US+160mg/L+50°C (10 minutos)usapun incremento del
22,05% del tono, mientras que el tratamiento 0%WBmig/L+50°C (10 minutos)
supuso también un incremento del 1,57% del tono.

El tratamiento 100%US+160mg/L+50°C (10 minutos)usgpun incremento del
15,86% del %Am, mientras que el tratamiento 0%U®HEGL+50°C (10 minutos)

supuso también un incremento del 1,12% del %Am.
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El tratamiento 0%US+160mg/L+50°C (10 minutos) sopwsa disminucion del
0,19% del %Rj, mientras que el tratamiento 100%WBB#ig/L+50°C (10 minutos)
supuso una disminucion del 5,25% del %R;j.

El tratamiento 0%US+160mg/L+50°C (10 minutos) sopusa disminucién del
1,51% del %Az, mientras que el tratamiento 100%BB#1g/L+50°C (10 minutos)

supuso una disminucion del 18,27% del %Az.

Tabla 4.22. Parametros de color del zumo natural dearanja tratado con
combinacion de ultrasonido, temperatura y aceite esicial de hoja de canela al final

del almacenamiento refrigerado (30 dias a 5°C).

us AEC T2 IC Tn %AMm %Rj %Az
0 160 60 3,45+0,29 1,31+0,01 42,28+0,23 32,21+0,5,51+0,17
0 0 55 2,51+0,93 1,32+0,03 42,37+0,56 32,16+0,20,426,36
50 320 60 3,18+0,24 1,49+0,02 46,38+0,36 31,22+0,PP,40+0,36
100 0 55 2,91+0,43 1,51+0,03 46,75+0,64 30,99+0,P2,25+0,49
50 160 55 2,89+0,79 1,47+0,04 46,11+0,74 31,31+0,22,57+0,47
0 320 55 3,23#0,09 1,29+0,00 41,81+0,10 32,31+0,@5,88+0,09
100 160 60 3,10+0,42 1,51+0,02 46,97+0,31 31,0320,22,00+0,14
0 160 50 3,75#0,23 1,29+#0,01 41,64+0,22 32,33+0,@6,03+0,18
50 160 55 2,89+0,79 1,47+0,04 46,11+0,74 31,31+0,22,57+0,47
50 0 60 2,38+0,99 1,53+0,09 47,21+1,86 30,89+0,54,9(+1,31
50 0 50 2,32#1,39 1,52+0,10 47,02+1,91 30,93+0,742,02+1,17
100 320 55 2,75#0,29 1,50+0,02 46,62+0,41 31,053¥0,22,33+0,25
50 160 55 2,89+0,79 1,47+0,04 46,11+0,74 31,31+0,22,57+0,47
50 320 50 2,19+0,93 1,53#0,07 47,23+1,56 30,94+0,£9,83+1,07
100 160 50 2,15+0,74 1,55+0,05 47,71x1,11 30,69#0,21,60+0,79

US (%); AEC (mg/L); T3(°C)

Para el ZnG (Tabla 4.23), se observa que el traetamib0%US+160mg/L+55°C
(10 minutos) supuso un incremento del 393,10% d€ lanientras que el tratamiento
0%US+160mg/L+60°C (10 minutos) supuso una dismarudel 29,31% de la IC.

El tratamiento 0%US+160mg/L+50°C (10 minutos) sopus incremento del
10,60% del tono, mientras que el tratamiento 50%d68ng/L+55°C (10 minutos)
supuso una disminucion del 25,81% del tono.
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El tratamiento 0%US+160mg/L+50°C (10 minutos) sopus incremento del
5,23% del %Am, mientras que el tratamiento 50%U®M@EL+55°C (10 minutos)
supuso una disminucion del 16,23% del %Am.

El tratamiento 0%US+160mg/L+50°C (10 minutos) sopus incremento del
16,13% del %Rj, mientras que el tratamiento 0%U8HIFL+50°C (10 minutos)

supuso una disminucion del 4,87% del %R.

El tratamiento 50%US+160mg/L+50°C (10 minutos) sapun incremento del
41,37% del %Az, mientras que el tratamiento 0%U®8HIEGL+50°C (10 minutos)

supuso una disminucion del 11,92% del %Az.

Tabla 4.23. Parametros de color del zumo natural dgranada tratado con
combinacion de ultrasonido, temperatura y aceite escial de hoja de canela al final
del almacenamiento refrigerado (30 dias a 5°C).

UsS AEC T2 IC n %AmM %Rj %Az
0 160 60 0,41+0,00 1,64+0,02 51,23+0,23  31,25+0,117,53+0,07
0 0 55 0,72+0,04 2,33+0,02 60,56+0,34  26,02+0,09 ,4280,25
50 320 60 0,87+0,00 1,90+0,01 54,70+0,07  28,79+0,0%6,51+0,25
100 0 55 2,30+0,46 1,9240,24  54,45+£3,96  28,42+1,547,13+2,42
50 160 55 2,86%0,28 1,61+0,05 48,99+#1,13 30,37+0,320,64+0,81
0 320 55 0,70+0,04 1,66+0,02  49,68+0,60 29,86+0,080,46+0,54
100 160 60 0,77+0,03 1,76+0,01 53,00+0,16  30,05*0,016,95+0,14
0 160 50 0,770,00 2,40+0,00 61,54+0,04 25,60+0,012,86+0,03
50 160 55 2,86%0,28 1,61+0,05 48,99+1,13 30,37+0,320,64+0,81
50 0 60 0,80+0,01 1,78+0,05 53,06+0,60 29,74+0,517,20+0,09
50 0 50 0,72+0,00 1,69+0,00 50,19+0,02  29,66+0,010,12+0,01
100 320 55  2,21+0,03 1,81+0,02 52,66+0,30  29,1530,118,19+0,21
50 160 55 2,86+0,28 1,61+0,05 48,99+#1,13 30,37%0,320,64+0,81
50 320 50 2,36%0,00 1,75+0,00 51,31+0,04  29,34+0,019,35+0,03
100 160 50 2,70+0,00 1,76+0,00 51,65+0,03  29,40#0,018,95+0,02

US (%); AEC (mg/L); T3(°C)

En conclusién, la MSR vy el disefio Box-Behnken hdo eficaces para modelar
matematicamente el efecto de la termosonicacidmAEE en la calidad de los zumos y
en reducir al minimo el nimero de experimentos@gdas para obtener conclusiones

con significacion estadistica adecuada. En genkrsldatos experimentales de los
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parametros de calidad (FT; FvT; CT; AMT; paramettescolor; pH; °Brix) del ZnN y
del ZnG tratados se ajustaron bien (P<0,0E;>R,84) a los modelos simplificados

desarrollados a partir de los datos experimentdde=nidos.

El tratamiento a aplicar dependera del zumo qugusere conservar, de sus
propiedades fisico-quimicas, de su composicionoempaestos bioactivos asi como de
su poblacion microbiana inicial. Es necesario ajukis parametros del tratamiento en

cada ocasion en funcién del objetivo del tratansigndiel tipo de zumo.
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CAPITULO 5. ESTUDIO DE LA INACTIVACION DE

ESCHERICHIA COLI  O157:H7 5297 Y LISTERIA
MONOCYTOGENES LM82 EN ZUMO NATURAL DE
MANZANA TRATADO CON TERMOSONICACION Y

ACEITE ESENCIAL DE HOJA DE CANELA.

5.1. Justificacion del estudio

La manzanaNalus domesticha perteneciente a la familRosaceages una de
las frutas mas nutritivas y populares. Tanto lazaaa como el zumo de manzana son
una fuente rica de compuestos con alta capacidédx@ante tales como &cidos
fendlicos, flavonoides y flavonoles. Estos compoggiiegan un papel importante en la
proteccion de nuestro cuerpo contra la enfermedadnaria, el dafio del sistema

inmune, el asma y la diabetes (Abid y col., 20244;3).

Los zumos son considerados como vehiculos transssiste enfermedades
desde que se han detectado brotes alimentariomdss@E. coli O157: H7 en zumos
de frutas. El primer brote dE. coli O157:H7 en ZM contaminado se produjo en
Estados Unidos en 1991 (Park y Kang, 2013). Aungmiese han reportado brotes
relacionados coh.. monocytogenesn zumos de frutas, si se ha aislado en ZM de pH
3,78 (Harris y col.,, 2003). Por ello, se aconsejge ¢. coli O157:H7 vy L.
monocytogenesean clasificados como microorganismos diana (d8dFand Drug
Administration, 1998). Tradicionalmente, para laogla reduccion de 5-log reportado
por la “Food and Drug Administration” (FDA), los mos son pasterizados usando el
proceso tradicional de llenado en caliente (Pakagg, 2013). Aunque el tratamiento
térmico tradicional garantiza la seguridad micrédgaa de los zumos de fruta, tiene
efectos negativos sobre la calidad sensorial yaiomal, debido a los largos tiempos de
procesamiento (Chemat y col., 2011; Park y Kand,32('iwari y Mason, 2012).
Durante los ultimos afios, se ha estudiado el d#kade tecnologias emergentes que
causan un dafio minimo en la composicion nutricignials caracteristicas sensoriales

de los zumos naturales. Entre estas tecnologiasgentes, se ha prestado especial
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atencion a la aplicacion de US en la conservac®meabidas (Chemat y col., 2011,

Piyasena y col., 2003).

Debido a la creciente demanda de los consumidaes gdiminar los aditivos
alimentarios quimicos y/o sintéticos, los AEs denps y sus componentes han sido
propuestos como buenos candidatos para la congarvde alimentos y zumos de

frutas (Tserennadmid y col., 2011).

El objetivo especifico de este estudio fue deteamlia actividad antimicrobiana
de diferentes antimicrobianos naturales y estugli@fecto combinado de temperatura
moderada, US y AEC, en la inactivacion y supenaieleE. coliO157:H7 5297 y..
monocytogenesM82 en ZnM.

5.2. Disefio experimental y metodologia

5.2.1. Microorganismos y preparacion de los indculos

L. monocytogenekM82 (Food and Drug Administration, EEUU; residema
estreptomicina (Strep): 0,1g/L)B. coli O157:H7 5297 (cedida por la Universidad de
Gante, Bélgica) fueron elegidos como microorgansmiana en el presente estudio.
Ambas cepas fueron conservadas a -80°C en micesvilicrobank™ (Pro-labo
Diagnostics, Neston, Wirrall, UK). Cada dos meses,abrio uno de los viales para
preparar los cultivos puros. El cultivo puroldemonocytogenesM 82 se obtuvo por
siembra por agotamiento en medio de cultivo PCAefSén placas Petri e inoculacion a
partir de una colonia aislada en caldo TSB. Elivalpuro deE. coli0157:H7 5297 se
obtuvo por siembra por agotamiento en medio devoulAgar MacConkey Sorbitol
0157:H7 (Microkit, Madrid, Espafia) en placas Petrinoculacion a partir de una
colonia aislada en TSB estéril (Cultimed, Panreacc&ona, Espafia). Los indculos
fueron preparados transfiriendo una colonia obterid placas Petri, con el medio de
cultivo adecuado, a TSB, que fue incubado durafte & 37°C antes de ser almacenado
a -20°C en una solucion de 40% de TSB y 60% glidessta ser usado. Los cultivos
puros para los experimentos se hicieron transfioegon un asa de siembra estéril, una

colonia aislada de un cultivo puro a caldo TSBailrado 24 h a 37°C. Los in6culos
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fueron estandarizados por dilucion en TSB hastanakr una DO de 0,1 con el
espectrofotometro (Nicolet Evolution 300, Thermaditon Corporation) ajustado a
una longitud de onda de 600 nm para obtener astameentracién microbiana de’10
ufc/mL. Los recuentos se hicieron empleando dilnesodecimales seriadas y el método
de vertido en placas Petri que contenian el matkowado para cada microorganismo,
seguido de incubacién a 37°C durante 24 h (CavaiRambl., 2012a, 2012b).

5.2.2. Actividad antimicrobiana. Determinaciéon de la CMI, de las CPlIs
y de la CMB

Se estudio el efecto antimicrobiano del AEL, dehdneno y del AEC que
fueron suministrados gratuitamente por DestileMagioz Galvez, SA (Murcia, Spain).
Las soluciones madre se prepararon siguiendo laduoleilgia de Souza y col. (2005)
utilizando Tween 20 (0,8%). Las concentracionesdshyo fueron de 10.524 a 0 mg/L
para el AEC y de 8.529 a 0 mg/L para el AEL ymldneno.

La determinacion de la CMI se hizo empleando plaeamicrotitulacion de 96
pocillos (Sarstedt Ltd.) siguiendo la metodologgaGlitierrez y col. (2009) con algunas
modificaciones y descrita en el apartado 1.2.3 adgditulo 1. Las microplacas se
colocaron a continuacion en el espectrofotometrdtiskan Ascent® (Thermo Electron
Corporation) ajustado a 37°C. La absorbancia ssetrég 595 nm cada 1 hora durante
un periodo de incubacion de 24 h. La determinadefas CPIs y de los %IC se realiz6
siguiendo la metodologia descrita en el aparta?l®@ Hel capitulo 1. Cada experimento

se repitio tres veces y los resultados se expresarong/L.

Para el célculo de la CMB se utilizo el método despor Prakash y col. (2012)
ligeramente modificado. Tras la determinacién d€MI, 100 uL de los pocillos que
no mostraron crecimiento fueron reinoculados erdige en placas Petri con el medio
de cultivo apropiado para cada microorganismo yasitimicrobiano, a la temperatura
apropiada (37°C). La concentracion mas baja queinmela reactivacion de la
proliferacion de bacterias se consider6 como la Cl&da experimento se repiti6 tres

veces Y los resultados se expresaron en mg/L.
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5.2.3. Preparacion del zumo natural de manzana (ZnM). Pregracion de

la muestras con AEC

Las manzanas (var. Golden) se compraron en unreepexdo local de Molina
de Segura (Murcia, Espafia). Las frutas se mantuviar5°C durante 1 dia hasta la
elaboracion del zumo. Las frutas dafiadas se dasmart_as frutas se lavaron con agua
corriente fria y se secaron. Las manzanas se gor&m cuatro trozos y el zumo se
obtuvo inmediatamente con una licuadora (Ariete tdlen metalica 173) en
condiciones asépticas. El ZnM se pasteriz6 (90°Onidutos). Las muestras se
almacenaron en la oscuridad a -20°C hasta la ae&iz de los tratamientos de

termosonicacion.

Se utilizé la metodologia descrita en el apartadh4ldel capitulo 1 para
preparar las muestras de ZnM con AEC para loshiiaetdos de termosonicacion.

5.2.4. Determinacion del pH y de los °Brix

El pH y los °Brix del ZnM se midieron siguiendorteetodologia descrita en el

apartado 2.2.2 del capitulo 2. Todas medidas $igaem por triplicado.

5.2.5. Tratamientos de termosonicacién con AEC en ZnM

Se estudio la inactivacion de monocytogenesM82 y E. coli 0157:H7 5297
en ZnM por tratamientos de termosonicacion (24 KHd5 um; 33,31 W/mL; 40°C; 5
minutos) siguiendo la metodologia descrita en afttago 1.2.4 del capitulo 1. También
se estudi6 el efecto combinado de los tratamiesheo®rmosonicacion con 20 mg/L de
AEC, concentracion aceptada sensorialmente en @@ 2. Para cada tratamiento,
las muestras de ZnM se precalentaron a la tempardéiseada y se inocularon con una
concentracién bacteriana de ~°affc/mL (Ciccolini y col., 1997; Gastélum y col.,
2012; Guerrero y col., 2001b; Guerrero y col., 200%pez-Malo y col., 2005a; Lopez-
Malo y col., 1999). Los recuentos de células viglsie determinaron a tiempo 0, 1, 2, 3
4 y 5 minutos de tratamiento, utilizando el métddovertido en placa en PCA+strep (
monocytogene$M82) y en Agar MacConkey Sorbitol O157:HE.(coli O157:H7
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5297). Se utilizaron dos placas para cada diluciéoimal y se incubaron a 37°C

durante 24 h. Todos los experimentos se realizawotriplicado.

5.2.6. Supervivencia deE. coli 0157:H7 5297y L. monocytogenes LM 82

en ZnM tratado durante su almacenamiento a 8°C

Inmediatamente tras realizarse los tratamientosrities en el apartado 5.2.6, se
conservaron todas las muestras de ZnM (control, g20m40°C, 40°C+20mg/L,
40°C+US, 40°C+20mg/L+US) asépticamente envasadasbes de polipropileno con
tapa de rosca de 50 mL en una estufa refrigera@®+0,5°C durante 29 dias. Las
muestras se analizaron los dias 0, 4, 7, 11, 182§ 29 de almacenamiento (Ferrario
y col., 2015; Valero y col., 2007). Para ello, demo previamente agitado, se tomaron
alicuotas de 1 mL, se realizaron diluciones de@maleriadas, y se hicieron los
recuentos d&. coliO157:H7 5297 y.. monocytogenesM82 tal como se ha descrito

anteriormente. Se hicieron dos placas por dilugi®e incubaron a 37°C durante 24 h.

5.2.7. Andlisis estadistico

Se utilizaron un analisis de varianza de dos vA$QVA) y la prueba de
Duncan para la comparacion de los efectos delntiatdo enk. coli O157:H7 5297 y
L. monocytogene&M82. La significancia se definié en p <0,05. Estmslisis se
realizaron con el Statgraphic Plus para Window®3xersion 5.0 (StatPoint, Inc.,
Herndon, VA, EE.UU.).

5.3. Resultados y discusiéon

5.3.1. Actividad antimicrobiana. Determinacion de la CMI, las CPIs y la
CMB

Las curvas de crecimiento & coli O157:H7 5297 y.. monocytogenesM82
en TSB suplementado con diferentes antimicrobiarabsrales e incubados durante 24
horas a 37°C en el microtiter se muestran en lgar&i5.1 a 5.3L. monocytogenes

LM82 fue mas sensible que coli 0157:H7 5297 a todos los compuestos ensayados, a
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excepcion del limoneno, del que se necesitd unaertracion dos veces mayor para
inhibir el crecimiento de la bacteria Gram-positilZee los compuestos estudiados, el
AEC fue el antimicrobiano natural mas eficaz inditdo el crecimiento de ambas
bacterias.
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Figura 5.1. Crecimiento deE. coli O157:H7 5297 (a) yL. monocytogenes
LM82 (b) en TSB suplementado con aceite esencial tieja de canela. 42.631 mg/L,
e 1.316 mg/L,0 658 mg/L,A 329 mg/L, — control).
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Figura 5.2. Crecimiento deE. coli O157:H7 5297 (a) yL. monocytogenes
LM82 (b) en TSB suplementado con aceite esencial dmon. (¢ 8.500 mg/L;m 4.250
mg/L; A2.125 mg/L,e 1.063 mg/L,0 531 mg/L,A 266 mg/L, — control).
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Figura 5.3. Crecimiento deE. coli O157:H7 5297 (a) yL. monocytogenes
LM82 (b) en TSB suplementado con Limoneno#(8.500 mg/L;m 4.250 mg/L; A2.125
mg/L, e 1.063 mg/L,0 531 mg/L,A 266 mg/L, — control).
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La Tabla 5.1 muestra la CMI y la CMB de los AEsug somponentes frente a
E. coli O157:H7 5297 ... monocytogenesM82. El AEC fue el antimicrobiano mas
efectivo, siendd.. monocytogenelsM82 la bacteria mas sensible. El limoneno fue méas
eficaz inhibiendo el crecimiento d&e coli 0157:H7 5297 que el de monocytogenes
LM82, pues se necesitd una concentracion de limmdes veces menor para inhibir el

crecimiento de la bacteria Gram-negativa.

Tabla 5.1. Concentracibn minima inhibitoria y concatracion minima
bactericida deE. coli 0157:H7 5297 yL.. monocytogenes LM82.

Antimicrobiano CMI (mg/L) CMB (mg/L)

Limoneno 4200 >8400
E. coli 0157:H7 5297 AEL >8529 >8529
AEC 2631 10524
Limoneno 8400 > 8400
L. monocytogenes LM82 AEL 4200 > 8529
AEC 1300 2631

La Tabla 5.2 muestra las CPIs y los %IC de losnaatobianos naturales
estudiados. Park. coli O157:H7 5297 las CPIs del limoneno estaban condptas
entre 2100 y 260 mg/L con un %IC entre 69,43 y ®2Respecto al AEL, las CPIs
para esta bacteria Gram-negativa estaban compesnditdre 8500 y 266 mg/L con un
%IC entre el 47,64 y 33,45%, siendo por tanto @stemicrobiano meno efectivo
inhibiendo el crecimiento dE. coli 0157:H7 5297. Sin embargo, el AEC fue el mas
efectivo inhibiendo el crecimiento de. coli O157:H7 5297 pues las CPIs estaban
comprendidas entre 1300 y 325 mg/L con un %IC esit®/,50 y el 25,75%. Pata
monocytogenesM82 las CPIs del limoneno estaban comprendidase ef200 y 260
mg/L con un %IC entre el 83,60 y 28,70%. RespelckEd, las CPIs para esta bacteria
Gram-positiva estaban comprendidas entre 2125 y1&§6 con un %IC entre el 69,96
y 45,14%, siendo por tanto este antimicrobiano eféstivo inhibiendo el crecimiento
deL. monocytogenelsM82 que el deée. coliO157:H7 5297. Finalmente, el AEC fue el
antimicrobiano mas efectivo inhibiendo el crecinibedeL. monocytogenesM82 pues
las CPIs estaban comprendidas entre 650 y 325 owilun %IC entre el 97,12 y el
72,20%.

Las CPIs tienen una gran importancia en tecnologidos alimentos, pues
aunque por si solas no inhiben el crecimiento nhiermo, pueden ser combinadas con
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tecnologias no térmicas para conseguir alimentgargs microbiolégicamente y que
conserven sus propiedades nutricionales sin queprsysedades sensoriales se vean
afectadas negativamente, pues se usarian conéenégmcle antimicrobianos inferiores
a las necesarias para inhibir el crecimiento otimaclos microorganismos presentes en

los alimentos.

Tabla 5.2. Porcentajes de inhibicidn del crecimient de las concentraciones

inhibitorias y de las concentraciones parcialmentehibitorias.

E. coli 0157:H7 5297 L. monocytogenes LM82

mg/L %IC %IC
8400 100,00 100,00
4200 100,00 83,60
2100 69,43 66,93
Limoneno 1050 23,37 48,24
525 16,46 37,94
260 9,27 28,70
0 0,00 0,00
8500 47,64 100,00
4250 38,78 100,00
2125 27,76 69,96
AEL 1063 25,40 61,56
531 32,26 47,26
266 33,45 48,71
0 0,00 0,00
2600 100,00 100,00
1300 97,50 100,00
AEC 650 38,09 97,12
325 25,75 72,20
0 0,00 0,00

Los resultados obtenidos podrian explicarse pdiféaente composicion de los
antimicrobianos estudiados. El principal constitigedel AEC utilizado en este ensayo
es el eugenol (74,32%, valor nominal), porcentafeila al encontrado por otros
autores (Ranasinghe y col., 2002; Suhr y Niels6A32 Los AEs de citricos contienen
un 85-99% de componentes volatiles y un 1-15% depomentes no volatiles. Los
constituyentes volatiles son una mezcla de monet@$ (limoneno) y de hidrocarburos
de sesquiterpeno y sus derivados oxigenados, ewtloy aldehidos (citral), cetonas,
acidos, alcoholes (linalool) y ésteres. Los momaeos constituyen el 97% de la
composicién de los AEs de citricos siendo los alted) aldehidos y ésteres los

componentes porcentuales mas bajos, que van dal 2,8%. El componente principal
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del AEL es el limoneno, desde un 45 hasta un 76%ntnas que el linalool se

encuentra en una concentracion del 0,015% (v/ghéfiy Phillips, 2008).

En la bibliografia consultada, hay pocos datosadactividad inhibitoria que
tienen los antimicrobianos empleados en este estatireE. coli O157:H7 5297 \..
monocytogenekM82. Espina y col. (2011) estudiaron la actividattimicrobiana de
los AEs de limon, de mandarina y de naranja frentiferentes cepas de bacterias,
siendoE. coliO157:H7 yL. monocytogeneBGD-e dos de ellas. Los AEs contenian de
un 76,05 a un 87, 51% de monoterpenos hidrocarlosn@dmnoneno, 59,10-85,50%) y
de un 5,21 a un 13,62% de monoterpenos oxigenamiygofa). El contenido en
limoneno era similar en los tres AES, por lo quenkyor actividad antimicrobiana del
AE de mandarina no podia ser atribuida al limonenm que debia estar relacionada
con el mayor contenido en monoterpenos oxigenadoAkE de mandarina (13,62%) en

comparacion con los otros dos AEs.

Settanni y col. (2012) evaluaron la actividad aidiobiana de 23 AEs de
citricos frente a 92 cepas de bacterias patégemasates alimentarios y determinaron
la composicion quimica de los AEs mas efectivogu@éron que el AEL tenia pata
monocytogened33 una CMI de 0,15@I/mL y paraS. entericaNewport 50404 una
CMI de 0,019ul/mL. Respecto a la composicion quimica de los ARi&s efectivos,
obtuvieron que los hidrocarbonos monoterpénicos éwa compuestos mayoritarios
(78,23-67,61%), siendo el limoneno el monoterpenayaritario (46,31-60,90%).
Mientras que el contenido en monoterpenos oxigenadoiaba entre el 6,18 y el
19,35%. Estos autores atribuyeron la mayor capd@démicrobiana de ambos AEs de
limén a que contenian el mayor contenido en mopetars oxigenados19%). Otros
autores han demostrado que los monoterpenos oxigernenen una mayor actividad
antimicrobiana que los hidrocarbonados (Burt, 2088 sabe que los monoterpenos
hidrocarbonados estan caracterizados por una obhibilfdad en agua lo cual limita su
difusion a través de medios polares y su inactivielstq estrechamente relacionada con

su limitada capacidad de union por puentes de ¢h@ (Settanni y col., 2012).

En un estudio llevado a cabo en caldo de cultivoedtebro y corazén a 37°C, se
determiné que el AE d€itrus limonumera eficaz contra cuatro cepasklecoli con
una CMI de 2,5 ml/200 mL y una CMB de 2,8 ml/100;raunque en medio TBS, los
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resultados sugieren que habia una inhibicion meéelbb0% del AEL y del citral frente
aE. coliy S. typhimuriumpero una inhibicion > 80% para el geraniol. CuaeldpH de
los medios de cultivo se redujo de pH 7 a pH ezhniol (300 pg/mL) mostrd un
efecto de inhibicibn menor de 33-13% (Fisher yIRisi] 2008).

Los AEs de limon, de naranja dulce y de bergamaasycomponentes linalool
y citral, pero no el limoneno, tuvieron efectosimmntrobianos contr&Campylobacter
jejuni, E. coli 0157,L. monocytogene®acillus cereusy S. aureusCuando las CMls
se establecierom vitro, solo la bergamota (1-0,125% v/v), el linaloolo@0,125%
v/v) y el citral (0,03-0,06% v/v) tenian concentoexes que eran aceptables para su

aplicacion en alimentos (Fisher y Phillips, 2008).

Cava-Roda y col. (2012b) determinaron la CMI y MECde la vainillina contra
L. monocytogeneScott A yE. coli O157:H7 en TSB, a pH 7 y pH 6, usando la
metodologia de microdilucién y el espectrofotémettaltiskan Ascerit. Las CMIs
paralL. monocytogenesieron 3.000 mg/L en TSB (pH 7) y 2.800 mg/L en T{HB 6).
Las CMIs paréE. coli 0157:H7 fueron 2.800 mg/L en TSB (pH 7) y 2.400/lmgn
TSB (pH 6). Las CMBs en TSB fueron 8.000 mg/L pharanonocytogeneg 6.000
mg/L paraE. coli O157:H7. La baja resistencia @& coli O157:H7 a la vainillina
podria ser explicada por la presencia de ciertateipras en la membrana externa, que
crean canales para la penetracion de compuestigapeso molecular. Un mecanismo
similar podria ser aplicado al limoneno, al cHakoli O157:H7 es més sensible due

monocytogenesM82 (ver Figura 5.3 y Tablas 5.1-5.2).

En la bibliografia se describen diferentes mecaossde accion antimicrobiana
para los AEs y sus componentes principales. Seohaarvado cambios morfologicos
evidentes en la membrana externakdecoli y de S. typhimuriumque se desintegra
después de la exposicion a carvacrol y timol; masngue el AE de tomillo produce
sobreL. monocytogenesn mayor engrosamiento ademas de la disrupcida gared
celular, junto con un aumento de la rugosidad dpal@d celular (Fisher y Phillips,
2008). Alteraciones similares fueron observadas En coli O157:H7 vy L.
monocytogenesn presencia de orégano y canela, respectivanieisteer y Phillips,
2008).
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Los terpenos tienen la capacidad de producir laupicson de la envoltura
microbiana y penetrar en la estructura de losdpide la pared celular de las bacterias,
provocando la desnaturalizaciéon de las proteinda glestruccion de la membrana
celular que conduce a fugas citoplasmaticas, igitayl, finalmente, a la muerte celular.
La cantidad de iones Kperdidos erS. aureusaumento con concentraciones crecientes
de AE de arbol de té. La disminucion en el pH quereduce debido a esta disrupcion
de la membrana celular significa que el controlodeprocesos celulares, tales como la
transcripcion del ADN, la sintesis de proteinasayattividad enzimética se pierde
(Fisher y Phillips, 2008). No so6lo los AEs penetem la membrana celular, sino
también en la membrana mitocondrial que conduc@&aa mayor permeabilidad del
organulo y al mismo proceso de fuga de iones (Raliddassilis y col., 2006). Espina
y col. (2013) determinaron que el efecto antimi@nb del (+)-limoneno (20QI/L) en
E. colia pH 7 era debido a la permeabilizacion de la nmanzbexterna y postularon
que el (+)-limoneno a pH 7 podria actuar sobrefdsfolipidos y los lipopolisacaridos

de la membrana externa.

Gill y Holley (2006a) investigaron el papel de mpat de membrana en la
actividad bactericida de los compuestos eugenolagvacrol. A concentraciones
bactericidas, determinaron que el principal mecaaisle accion del carvacrol y del
eugenol era la disrupcion de la membrana citopiégsmlo que aumentaba su
permeabilidad no selectiva. Ademas indicaron québkeracion de ATP a partir de
células tratadas con eugenol y carvacrol podricandjue el eugenol y el carvacrol
poseen actividad inhibidora de la ATPasa.

Sikkemma y col. (1995) observaron que la capacidadios hidrocarburos
ciclicos de interactuar con las membranas celulgigsde estar limitada por su
solubilidad. La presencia del grupo hidroxilo eneelgenol y el carvacrol puede
aumentar la solubilidad de estas moléculas en saEp®Ss acuosas y mejorar su
capacidad de pasar a través de las porciones iladrade la envoltura celular
(Sikkemma y col., 1995). La interaccion de molésuiadrofobas con las membranas
celulares se sabe que afectan la actividad de eszembebidas o unidas a membrana
(Sikkemma y col., 1995). Esto puede explicar Iaultados de inhibicion de enzimas y

el crecimiento alterado obtenidos por otros aut{&sy Holley, 2006a).
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Gill y Holley (2006b) demostraron que el eugendl,cmamaldehido y el
carvacrol inhibian la actividad ATPasa de membitanéo del.. monocytogene€717
como deE. coli O157:H7 tanto a 5 mM como a 10 mM, aunque paranilsma
concentraciébn ensayada, el porcentaje de inhibidi@m mayor parak. coli. La
inhibicion no especifica de enzimas unidas a o émbs en membrana puede ser
causada por pequefias moléculas hidrofébicas, piielemente debido a los cambios
en la conformacion de la proteina como consecueteignteracciones hidrofébicas
(Sikkemma y col., 1995). Tal mecanismo puede calasarhibicion observada de la
actividad de la ATPasa y de otras enzimas asi adnocecimiento bacteriano alterado

por accion del carvacrol y del eugenol (Gill y Hgll 2006b).

Nuestros resultados concuerdan con la bibliogadfesultada, generalmente las
bacterias Gram-negativas son menos sensiblesagéoges antimicrobianos debido a la
membrana externa de lipopolisacaridos de este grgpe restringe la difusion de
compuestos hidrofobos. Sin embargo, esto no sugnifue las bacterias Gram-positivas
sean siempre mas susceptibles (Burt, 2004; Tajkarirol., 2010). Burt (2004) y
Pelissari y col. (2009) han informado de que el deEorégano tiene mayor actividad
antimicrobiana contra las bacterias Gram-posit{&saureuy que las Gram-negativas
(E. coliy Pseudomongs Se ha determinado qie coliy S. typhimuriumtambién son
tolerantes a los AEs de semilla de zanahoria, deefm de limén, de cebolla y de
perejil (Tongnuanchan y Benjakul, 2014). EI AE denero Rosmarinus officinalis
exhibié actividad contra bacterias Gram-negati&ascpoli y Klebsiella pneumonigey
Gram-positivas $. aureusy Bacillus subtili3 (Okoh y col., 2010). Teixeira y col.
(2013) obtuvieron las la mayor reduccion (log 8f€&/maL) de L. innocuacuando se
utilizaron 20 pL de los AEs de cilantro, de oréggrae romero. El AE de tomillo (20

pL) fue capaz de inhibir tantoLa monocytogenesomo al. innocua

5.3.2. Tratamientos de termosonicacion en ZnM con AEC

La Figura 5.4 muestra la inactivacién ldemonocytogenesM82 (a) yE. coli
0157:H7 5297 (b) en ZnM (pH: 3,97+0,01; °Brix: 1H06L5) sometido a diferentes
tratamientos. Los resultados muestran lgu@onocytogenelsM82 fue mas resistente a

todos los tratamientos ensayados fueoli O157:H7 5297.
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La Figura 5.5 muestra las reducciones logaritmicéenidas paral.
monocytogenesM82 y E. coli O157:H7 5297 al final de los 5 minutos de cada dmo
los tratamientos para ambas bacterias, la mayotivagion se obtuvo en las muestras
tratadas con la combinacion de 20 mg/L de AEC y(&/BkHz, 105um; 33,31 W/mL)

a 40°C durante 5 minutos. Esta combinacién prod@7+0,07 y 5,39+0,17
reducciones logaritmicas significativas paranonocytogenelsM82 y E. coli O157:H7
5297, respectivamente. Los dos factores (20 mg/CAES) a 40°C y su combinacion
(20mg/L+US) a 40°C tuvieron un efecto significatiea la inactivacion de ambas
bacterias.
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Figura 5.4. Inactivacion delL. monocytogenes LM82 (a) y E. coli O157:H7
5297 (b) en zumo natural de manzana (— controlm 20 mg/L; A40°C; ¢40°C+20
mg/L, o 40°C+US;A 40°C+20 mg/L +US).

En la Figura 5.4a se observa que la inactivacioh. seonocytogenelsM82 por
accion del tratamiento combinado de 20 mg/L+US+4@8@ienza a partir del minuto

3, al igual que con el tratamiento combinado de 408€, que aunque es mMenos
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efectivo que el que combina los tres factores, tdmprovoca una ligera inactivacion

deL. monocytogendsM82.
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Figura 5.5. Reducciones logaritmicas dé. monocytogenes LM82 (o) y E.

coli O157:H7 5297 &) en zumo natural de manzana.

Gabriel y Nakano. (2010) estudiaron las respuedtak. coli O157:H7, L.
monocytogened/2 ¢ y S. enteritidisfrente a diferentes combinaciones de factores
fisicoquimicos de estrés (pH: 3-8; aw: 0,93-0,8f8)deratura: 3—62°C). Sus resultados
mostraron qué&. monocytogenegeneralmente tenia menores tasas de inactiva@éea y
capaz de crecer en la mayoria de las combinacenmss/adas. Ademas, observaron que
L. monocytogene$/2 c tenia la mayor resistencia térmica yqueniids resistente en
combinaciones con pH bajo (4,0). Nuestros resudtaclincuerdan con los autores
anteriores, pued.. monocytogened M82 mostr6 mayor resistencia a todos los
tratamientos testados, por lo que al final de tddestratamientos su inactivacion fue
menor que la d&. coli0157:H7 5297 (ver Figuras 5.4 y 5.5).

Diferentes estudios han demostrado la eficaciaodeAEs y sus componentes
activos para controlar o inhibir el crecimiento decroorganismos patégenos y
alterantes tanto en zumos como en frutas reciémadas. Sin embargo, su eficacia
depende del pH de la fruta, del tipo y de la cotreeion de los AEs usados o del

compuesto activo, y del tipo de microorganismo {B2004). Los estudios se han
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hecho con diferentes antimicrobianos naturales (@deanela, de corteza de canela, de
clavo de olor, de hierba limon, carvacrol, cinarehido, eugenol y citral), frutas
(melones recién cortados, kiwi) y zumos (zumosrdsaf, de naranja, de manzana, de
pera, de meldn, de sandia) a diferentes pH (3)2y5¢®n varios microorganismoS.(
enteritidis microflora naturalE. coli O157:H7,L. monocytogengg¢Raybaudi-Massilia

y col., 2006, , 2009, 2008a; 2008b, 2008c). Undadeconclusiones a las que se llego
fue quel. monocytogenesra mas sensible al AE de corteza de canel&qoeli 0157:

H7 y S. enteritidisinoculadas en zumos de melén y de sandia. Este hex puede
atribuir a la membrana externa (ausente en bast&@ram-positivas) y a la capa de
lipopolisacéaridos que poseen los microorganisma@sr@negativos, que puede, en parte,
limitar la difusion de compuestos hidrofobos hadiaterior de la célula (Brul y Coote,
1999; Burt, 2004; Raybaudi-Massilia y col., 2009).

Se ha estudiado la actividad antimicrobiana dexteela en polvo obtenida de la
corteza, que contiene cinamaldehido y eugenol cprmxipales componentes, para
inactivar microorganismos patégenos tales cammonocytogeneg E. coli O157:H7
en zumos de frutas. Se alcanzaron de 4 a 6 redeidogaritmicas de..
monocytogenesoculada en ZM pasterizado con 0,1%, 0,2% y Q(8%¢) de canela en
polvo después de 1 h de incubacion a 5 y 20°C. Adeno se produjo crecimiento del
microorganismo durante 7 dias de almacenamientgbgrai-Massilia y col., 2009).
En otro estudio, Ceylan y Fung (2004) demostranes lg adicion de 0,3% (w/v) de
canela en polvo en ZM pasterizado disminuy6 gradeate los recuentos de coli
0157:H7 en 1,6 (8°C) y 2 (25°C) log ufc/mL despdésl4 y 3 dias, respectivamente.
Por otro lado, se ha reportado una reduccién naslzalog ufc/mL dée. coli O157:H7
en sidra de manzana sin pasterizar mantenida am2eitante la adicion de 2% (w/v)
de canela en polvo. Los ensayos realizados muegtraria canela en polvo era mas
eficaz contra.. monocytogenegueE. coli 0157:H7 bajo condiciones experimentales
similares (Raybaudi-Massilia y col., 2009). Sin ango, nuestros resultados muestran
que la adiciéon de 20 mg/L de AEC al ZnM, concenfra@ceptada sensorialmente, no
inhibe el crecimiento de las bacterias estudialtagual podria atribuirse a la baja
concentracion utilizada, a la corta duracion detlagamientos (5 minutos) y a que los
ZnM con AEC inoculados no tuvieron un periodo deulacién previamente a los

tratamientos.
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La bibliografia consultada muestra que la combiradie temperatura moderada

y antimicrobianos naturales resulta efectiva @ndativacion microbiana.

Cava-Roda y col. (2012a) estudiaron las cinéticas déstruccion del.
monocytogeneScott A en leche semi-desnatada calentada a 5605862°C sin y con
la adicion de 900, 1.400 y 1.800 mg/L de vainilli@bservaron que la adicion de
vainillina a la leche semi-desnatada calentadaeésir y 62°C reducia la resistencia
térmica del. monocytogeneScott A, siendo el efecto mas evidente a las tesp@s
mas bajas.

Espina y col. (2011) estudiaron el efecto combindddos AEs de limén, de
mandarina y de naranja (2Q0L) con temperatura moderada (54°C, 10 minute)té
a E. coli O157:H7 yL. monocytogene&GD-e en tampon citrato-fosfato (pH 7,0).
Determinaron que el tratamiento combinado exhibiactes letales sinérgicos,
obteniendo mas de 5 reducciones logaritmicas all diel tratamiento térmico moderado

combinado con cada uno de los tres AEs.

Espina y col. (2012) estudiaron la posibilidad dmbinar tratamientos térmicos
moderados (54-60°C) con AEs de citricos (0-g0D) para mejorar la eficacia de los
tratamientos térmicos y reducir asi la intensidadtchitamiento. En el ZM comercial
(pH 3,7), al anfadir 20Ql/L de AEL se produjo una reduccion de la tempeeatle
tratamiento de 4,5°C o en el tiempo de tratamigbt@ veces) en el intervalo de
temperatura ensayado (54-60°C). Ademas, deternrmingue la adicion de 7@l/L de
AEL al ZM inoculado con 3xX0ufc/mL podria lograr el mismo efecto sinérgico del
tratamiento combinado a 54°C.

Cuando se estudio el efecto combinado de la caryénanmol/L) y el
tratamiento térmico suave (45°C, 30 minutos) pasadctivacion dé. monocytogenes
en fase de crecimiento exponencial cultivada a 88Cpbservé que por separado, los
dos tratamientos no provocaban pérdida de viabljidaro se obtuvo una reduccion de
1,3 log en el numero de células viables cuandms®imaron ambos tratamientos. Sin
embargol. monocytogenesn fase de crecimiento exponencial cultivada a 35°€
no fue susceptible al mismo tratamiento combindas. autores propusieron que las
membranas de las células cultivadas a 35 6 45°Gnemos fluidas, porque hay una

relacion "normal” entre acidos grasos saturadogigioa grasos insaturados en sus
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fosfolipidos y por lo tanto la carvona es menosagficontra ellas pues no podria

disolverse facilmente en la bicapa lipidica decislas (Burt, 2004).

Nuestros resultados concuerdan con la bibliogredissultada, pues se obtuvo
una reduccion significativa de3 ciclos logaritmicos par@. coli O157:H7 5297 en el
ZnM con el tratamiento de 40°C+20 mg/L de AEC dtegab minutos. Pard.
monocytogened M82 se observo una reduccion no significativa cgln mismo
tratamiento. En nuestro estudlo, monocytogenesM82 fue cultivada a 37°C, lo cual
unido a la baja concentracién de AEC empleado ¢mrat@imiento combinado de 40°C y
AEC, podria explicar la baja inactivacion obtenida este tratamiento concreto phara

monocytogeneksM82.

La bibliografia consultada muestra que la combéracde temperatura
moderada, antimicrobianos y sonicacion resultatieBeen la inactivacion microbiana

en caldos de cultivo.

Gastélum y col. (2012) investigaron la inactivact@i. innocuaATCC 51742
en TSB (100 mL, pH 3,5, aw 0,96) por aplicacion borada de termosonicaciéon (20
kHz/400 W; 60, 75, 6 90m; 40, 50, 6 60°C) con vainillina (200, 350, 6 50§/kg). La
combinacion de US, temperatura inferior o igual @C5 y vainillina mejoré la
inactivacion dd.. innocuaATCC 51742, obteniéndose una reduccion logaritrded

ciclos.

Salleh-Mack y Roberts (2007) estudiaron el efeetdadtemperatura (<30°C), la
concentracion de solidos solubles (8, 12, y 16 @#hQ), los acidos organicos (acidos
malico y citrico) y del pH (2,5 y 4,0) en la inaeicion E. coli ATCC 25922 por
ultrasonido (24 kHz; 10Am; 85 W/cnf) usando una sonda de 22 mm. Los tratamientos
duraron el tiempo necesario para alcanzar la rédlucde 5 ciclos logaritmicos.
Controlando la temperatura (<30°C), obtuvieron um@uccion logaritmica de
1,79%0,48 ciclos a los 3 minutos de tratamientoey554+0,25 a los 10 minutos.
Detectaron que a mayor concentracion de solidagks mayor tiempo de sonicacion
se necesitaba para alcanzar la reduccion de Sdmfmritmicos; y que a los pH mas
bajos, E. coli tenia menor resistencia a la sonicacion.Ademasjvigoon que la
inactivacion dek. coli ATCC 25922 por sonicacién combinada con acidascaoity

malico a pH 2,5y 4, era de 5,4 a 4 reduccionearibygicas a los 9 minutos.
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Franco-Vega y col. (2015) estudiaron la superviigerte L. monocytogenes
Scott A en TSB (50 mL; aw 0,97; pH 6) tratado cenmosonicacion (20 kHz; 90 um;
55,040,1; 60,0+0,1 6 65,0+0,1°C) en comparacién ttatamiento térmico (55,0+0,1;
60,0+0,1 6 65,0+0,1°C). Los tratamientos de term@s@ion obtuvieron una mayor
reduccion logaritmica en menos tiempo que losrraiatos térmicos. En concreto, en

los tratamientos de termosonicacion obtuvier@® reducciones logaritmicas a 55°C

(10 min),~3 reducciones logaritmicas a 60°C (7,8 mirpyreducciones logaritmicas a

65°C (2,5 min).

Lee y col. (2009) estudiaron la respuestaEdeoli K12 a los tratamientos de
sonicacién, manosonicacion (MS), termosonicacio’®)(Ty manotermosonicacion
(MTS) a 40, 47, 54, y 61°C y a 100, 300, 400 y &B@&, comparandolos con los
tratamientos térmicos. ElI US (20 kHz; 124 pm) ded@m tampon fosfato (10 mM, pH
7,50 mL) inoculado con una concentracién inicehrd 6 ufc/mL durante 4 minutos. A
los 4 minutos de tratamiento térmico, no se obtinaxtivacion a 40 y 47°C, se
obtuvieron 0,2 reducciones logaritmicas a 54°C trasnque a 61°C se obtuvieron 5
reducciones logaritmicas. El tratamiento de somcaa temperaturas sub-letales (40,
47 y 54 °C) redujo la poblacion &e coli K12 ~4 ciclos log en 4 min. El tratamiento de

sonicacion a 61°C redujo 5-log la poblaciéredeolien 0,5 minutos.

Baumann y col. (2005) estudiaron el efecto de i@peratura (20-60°C), el US
(20 kHz, 457 mW/mL), el pH y la matriz alimentaifsolucién salina con pH 7,0,
solucion salina acidificada a pH 3,4 y sidra de mama con pH 3,4) sobre la
inactivacion dd.. monocytogenes0403S, una cepa resistente al US. La aplicaadn d
US incrementd la tasa de inactivacion tanto a teatpeas letales como subletales.
También observaron muerte adicional ldemonocytogene40403S a temperaturas

letales debido a la baja acidez.

La bibliografia consultada muestra que la comboracde temperatura
moderada, antimicrobianos y sonicacion resultatieBeen la inactivacion microbiana

en zumos de fruta.

Gabriel (2012) estudi6 la eficacia del US de frewiges multiples (600 W; 50-
100%; 28, 45 y 100 kHz; 0-30 minutos) en ZM (pH83,71,13°Brix) contra una serie

de microorganismos patdégenos y alterantes. Lostadss que obtuvo mostraron que la
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adaptacion microbiana al pH acido aumenté la esish deE. coli O157: H7 y
Salmonellaspp., pero disminuyo la de monocytogene&l indculo mixto de levaduras
alterantes compuesto debaryomyces hanseniiorulaspora delbrueckiiClavispora
lusitaniae Pichia fermentany S. cerevisiadue mas resistente que cualquiera de los

agentes patdgenos adaptados o no al pH acido.

Gabriel (2014) estudio la inactivacion de variagasede bacterias patogeras
coli O157:H7,S. entericay L. monocytogeney de levaduras alterantd3, hansenij
C. lusitaniag T. delbrueckii P. fermentansy S. cerevisiaen ZN (pH 3,67; 11,13°Brix)
tratado con US de frecuencias multiples (600 W;4%y 100 kHz; 0-40 minutos). Los
valores Fp deE. coli, S. entericay L. monocytogeneaumentaron significativamente
después de la exposicidn al &cido. El aumento tiriperatura debida a la propagacion
de calor durante el tratamiento de ultrasonidosijeeth resistencia de las bacterias

estudiadas.

Lépez-Malo y col. (2005a) estudiaron la inactivaciediante sonicacion (20
kHz; 95.2um; 35+1°C) de.. monocytogeneATCC 19114 D en ZM comercial (300
mL; pH 3.5) usando una sonda de 25 mm de dian@&ana poblacién inicial del®

ufc/mL obtuvieron una reduccion d8 ciclos logaritmicos a los 6 min de tratamiento.

Moody y col. (2014) estudiaron la inactivacionecolien ZM comercial (pH

3,52; 11,5 °Brix) tratado con US en modo contingulgado (400 W; 24 kHz; 130m;
50-60°C; 0-30 min) usando una sonda de 22 mm. EhIgStro resultados positivos:
~1,5 reducciones logaritmicas a los 10 minutos & 50Una reduccion > de 6 log
después de 5 minutos a 60°C en modo continuo. &lbstopio electrénico de barrido
mostro lesiones en la superficie celular tales corembranas rotas, perforaciones, pero
no se observaron restos de células. Mientras taitanicroscopio electronico de
transmision mostré algunos dafios internos en laglasé tales como la fuga y

aglomeracion del contenido del citoplasma y el dareh la forma celular.

Mufoz y col. (2012) estudiaron la respuestaEdecoli K12 DSM 1607 a los
tratamientos de termosonicacion (20 kHz; 100 un?C4@urante 2,9 minutos a 14
mL/min 6 50°C durante 5 minutos a 8 mL/min) en Zbmercial reconstituido (pH

3,56; °Brix 12). El US se aplic6 a 40 mL de ZM intzxlo con una concentracion inicial
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de ~10 ufc/mL usando una sonda de 22 mm. El tratamieatenosonicacion a 40°C
y 14 mL/min supuso una reduccion significativa gédclos logaritmicos mientras que
el tratamiento a 50°C y 8 mL/min implicé una redancsignificativa de 2,6 ciclos
logaritmicos, respecto a los controles sin trgierq,001).

D’amico y col. (2006) lograron 5 reducciones lotraitas deE. coli O157:H7
en sidra de manzana en 4,5 y 6 minutos de tratamida US a 57 y 20°C,

respectivamente.

Ugarte y col. (2006) aplicaron US a 60°C para imacaE. coliK12 en sidra de
manzana (pH 4,1) y obtuvieron 5 reducciones logécés en 4 minutos. Por debajo de
60°C, se necesitaron unos 10 minutos para alctawarreducciones logaritmicas e
coli K12.

En un estudio de inactivacién & coli K12 en sidra de manzana tratada por
termosonicacion (100 kPa /59°C) durante un maximd din, se logré una reduccion

de 5 log en 3,8 minutos (Lee y col., 2013).

Ferrante y col. (2007) estudiaron la respuesta.daonocytogenesn ZN (pH
3,5) a los tratamientos combinados de temperaturderada (45°C), US de alta
intensidad (600 W, 20 kHz, 95;2m), y la adicién de diferentes concentraciones de
vainillina (0, 1.000, 1.500, y 2.000 mg/L), citrd, 75, y 100 mg/l), o ambos para
encontrar el tratamiento de inactivacion mas efectDeterminaron que la presencia de
vainillina o citral incremento el efecto bactermidel tratamiento de termosonicacion.
Concretamente, partiendo de una poblacion iniciel 4k1§ ufc/mL, cuando
combinaron termosonicacion y 1.000 mg/L de vamalliobtuvieron 3,5 reducciones
logaritmicas a los 30 minutos; mientras que cocolabinacion de termosonicacion y

75 mg/L citral obtuvieron 5 reducciones logaritmsiealos 30 minutos.

Gabriel (2015) estudié el efecto individual y comdio de los tratamientos
térmicos (45, 50, 52, 55, y 60°C), US de frecuenamltiples (600 W; 28, 45 y 100
kHz), luz ultravioleta-C (UV-C), los aditivos berato de sodio (1000 mg/L), sorbato de
potasio (1000 mg/L) y los compuestosy -pineno (60 mg/L) para la pasterizacién de
ZN (pH 3,67; 11,13°Brix) y ZM (pH 3,78; 11,13°BrigpntrakE. coli O157:H7 acido-
adaptada. En el ZM el tratamiento combinado deasdinido y UV-C dio lugar a

mayores tasas de inactivacion en ambos zumos, ganmayor eficacia en el ZM.
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Ademas, la suplementacion con todos los aditivasbamtos, de forma individual o

combinada, resulto en valoresyBignificativamente menores en ambos zumos.

Nuestros resultados concuerdan con los encontrulda bibliografia, pues la
combinacion de 20 mg/L+US +40°C durante 5 minutdswvo la mayor inactivacion de
ambos microorganismos. En concreto, esta combingeddujo 0,87+0,07 y 5,39+0,17
reducciones logaritmicas significativas paranonocytogenelsM82 y E. coli O157:H7
5297, respectivamente, coincidiendo nuestros st con la bibliografia en qie
coli O157:H7 5297 es mas sensible duemonocytogenekM82 a los tratamientos

estudiados.

Los resultados obtenidos en el presente ensayaieatan con la bibliografia
consultada y sugieren que la combinacion de USpdestura moderada y AEC podria
tener un efecto sinérgico en la inactivacion e coli O157:H7 5297 y de..
monocytogenesM82 en el ZnM. Esta idea se sustenta por unaepart que la
membrana celular es el sitio diana primario de dompuestos bioactivos de los
extractos de plantas (Lanciotti y col., 2004) y ptra parte en que los compuestos
fendlicos tienen naturaleza lipofilica y podriaumcilarse en la bicapa lipidica de la
membrana celular, alterando y sensibilizando la branma a la accion del US (Brul y
Coote, 1999). Ademas, las ondas ultrasOnicas mmejtaiaaccion antimicrobiana
debilitando la membrana celular (Brul y Coote, 1,998&rante y col., 2007; Lanciotti y
col., 2004).

5.3.3. Supervivencia deL. monocytogenes LM82 y E. coli O157:H7 5297

en ZnM durante su almacenamiento a 8°C

La Figura 5.6 muestra la supervivencia ldemonocytogenesM82 (Figura
5.6a) YE. coli O157:H7 5297 (Figura 5.6b) en muestras contralajatlas de ZnM
durante su almacenamiento a 8°C (29 dias). Duehrtienacenamiento en refrigeracion
(8°C, 29 dias), se puede observar que a parttidel5 de almacenamiento a 8°C no se
obtuvieron recuentos de células viable€deoli 0157:H7 5297 en la muestra de ZnM
tratada con US y 20 mg/L de AEC a 40°C durantertutos.

Respecto &. monocytogeneksM 82, la muestra que conservo la poblacién con

los valores mas bajos fue la sometida al tratamienmbinado de US y 20 mg/L de
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AEC a 40°C durante 5 minutos. También se obsena dprante el periodo de
refrigeracion,L. monocytogenekM82 mantuvo su poblacion sin que se produjeran
grandes cambios entre las diferentes muestragldsatho cual podria explicarse porque
L. monocytogeness capaz de resistir temperaturas relativamends lbamparado con
E. coli (Gabriel y Nakano, 2010). Por otro lado, se sabe @ temperatura de
almacenamiento desempefia un papel importante efickcia antimicrobiana de los
AEs, siendo mas efectivos a temperaturas mas @tagaudi-Massilia y col., 2009).
Esta caracteristica de los AEs podria explicar ethbh de que durante el
almacenamiento refrigerado las muestras tratadasA&C o con AEC y 40°C no

fueran efectivos inhibiendo el crecimientoldenonocytogenesM82 (Figura 5.6a).

Respecto al efecto ligeramente inhibitorio quettatkamientos con AEC o con
AEC y 40°C tienen sobrg&. coli O157:H7 5297 (Figura 5.6b), nuestros resultados
concuerdan con los de Ceylan y Fung (2004) queredrse que la adicion de 0,3%
(w/v) de canela en polvo en ZM pasterizado disnairgradualmente los recuentoskle
coli O157:H7 en 1,6 (8°C) y 2 (25°C) log ufc/mL despuies 14 y 3 dias de

almacenamiento.
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Figura 5.6. Supervivencia de.. monocytogenes LM82 (a) y E. coli O157:H7
5297 (b) en zumo natural de manzana durante su alrnanamiento a 8°C (29 dias) (-
control; m 20 mg/L; A40°C; ¢40°C+20 mg/L, o 40°C+US; A 40°C+20 mg/L +US).
Todos los tratamientos duraron 5 minutos.
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En la bibliografia consultada no hay muchos estidionde se describa la
supervivencia deE. coli O157:H7 5297 y dd.. monocytogene$M82 en zumos
tratados por combinacién de termosonicacion y aotohianos naturales en

condiciones de refrigeracion.

El AE de canela o AE de hierba limon y sus compmseattivos eugenol y citral,
incorporados en un recubrimiento comestible denatgi en manzanas Fuji recién
cortadas mostraron una reduccion de mas de 4-ldg poblacion dé. coli O157:H7.
Ademaés, se ha demostrado una inhibicion total deidaoflora nativa durante 30 dias a
5°C, para la conservacion, el sabor, la calidatlgoetrol de patdogenos del producto.
Los antimicrobianos mas eficaces fueron los AE$ideba limon y de canela (0,7%,
vol/vol), el cinamaldehido (0,5%, vol/vol) y el it (0,5%, vol/vol) (Raybaudi-Massilia
y col., 2008b). Cuando se probd la aplicacion de eombinacién de canela y eugenol
para el control de la germinacion de las espora8lidgclobacillus se obtuvo que la
aplicacion de 40 mg/L de cinamaldehido con 40 nig/leugenol o 80 mg/L de eugenol
solo en ZM lo conservaron durante 7 dias (Bevilacguaol., 2010).

Palgan y col. (2011) estudiaron la inactivacién Elecoli y P. fermentans
inoculadas en una mezcla de zumo fresco de marzadeaarandano tratado con luz
ultravioleta (5,3 J/cR), pulsos de luz de alta intensidad (3,3 Jjcrrampos eléctricos
pulsados (34 kV/cm, 18 Hz, 98) y/o manotermosonicacion (4 bar, 43°C, 750 W, 20
kHz). También se realiz6 el estudio de vida util lds muestras no tratadas
térmicamente durante 35 dias y se comparé con raggsasterizadas (72°C; 26 seg;
94mL/s) y con los zumos no tratados. Todos lostmantos individuales redujeron
significativamente los recuentos microbianos (1(B46g ufc/mL) en comparacion con
las muestras no tratadas (p<0,01). Las combinagidedratamientos no térmicos UV o
HILP seguido de PEF o MTS resultaron para ambosoaiganismos en reducciones
comparables ¢0.05) a los observados en las muestras pasterir@chagamente~6
log ufc/mL). Las muestras pasterizadas térmicamiemi@n una vida Util superior a 35
dias, mientras que la de las muestras tratadas BV#PHILP+PEF tenian 14 y 21

dias, respectivamente.

Valero y col. (2007) determinaron que la poblaaidicrobiana (AM y hongos)

del ZN sometido a US de baja y alta frecuencia pterado refrigerado a 5°C, no fue
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controlada durante mas de 42 dias de almacenamiefitigerado. Guerrouj y col.
(2016) obtuvieron que las muestras de ZnN sometdasnicacion a temperaturas
inferiores a 46°C y mantenidas en refrigeracioranier 29 dias (5°C) no eran capaces

de controlar la poblacién microbiana del ZnN.

Sanchez-Rubio y col. (2016) obtuvieron que la pobladeS. cerevisiaeen
ZnN y el ZnG tratados por combinacion de US y 20umde AEC a 50°C durante 30
minutos, disminuyé 1,55+0,19 y 0,68+0,16 ciclosadtmicos respectivamente al final
del periodo de refrigeracion (28 dias, 5°C). Nwsstesultados concuerdan con estos
autores, pues las muestras tratadas con la contnnge US y 20 mg/L de AEC a 40°C
durante 5 minutos disminuyeron las poblacionesndieaa bacterias durante el periodo
de almacenamiento refrigerado, especialmente & deli O157:H7 5297, de la cual no

se obtuvieron recuentos a partir del dia 15.

Los resultados obtenidos en el presente estudidersng que las ondas
ultrasdnicas actuarian debilitando la membranalarelcon lo que el AEC y sus
componentes podrian penetrar en el interior deélala mejorando asi la accién
microbiana durante el periodo de refrigeracién rgee y col., 2007; Lanciotti y col.,
2004).

En conclusion, el antimicrobiano mas efectivo fUAEC y L. monocytogenes
LM82 la bacteria mas sensible, excepto para el ocoepte limoneno del que se
necesitdé una menor concentraciéon para inhibirediagriento deE. coli O157:H7 5297.
La mayor inactivacion d&. coli O157:H7 5297 y dé&.. monocytogenesM82 fue
obtenida en las muestras de ZnM tratadas por cauidim de US y AEC a 40°C
durante 5 minutos, siendB. coli O157:H7 5297 la bacteria mas sensible a los
tratamientos. Al final del periodo de refrigeracidm se obtuvieron recuentos de células
viables paréE. coli O157:H7 5297 en las muestras tratadas por combmae US y
AEC a 40°C durante 5 minutos. Los factores estwdigdsu combinacion podrian tener
un efecto sinérgico en la inactivacion y supervoigren condiciones de refrigeracion
deE. coliO157:H7 5297 y de. monocytogenelsM82.
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1. El aceite esencial de hoja de canela (AEC) idhititalmente el crecimiento de
S. cerevisiaeen caldo de cultivo Soja-Triptona (TSB) (conceritta minima
inhibitoria, CMI= 650 mg/L) y parcialmente (conceationes parcialmente
inhibitorias, CPlIs, entre 320 y 80 mg/L).

2. El tratamiento combinado de temperatura modematiasonido (US) y AEC
fue efectivo inactivando &. cerevisiaganto en caldo de cultivo TSB como en
zumo natural de naranja (ZnN). La mayor inactivaaiéS. cerevisiase obtuvo
en TSB (5,13 reducciones logaritmicas) tratadolaaombinacion de AEC y US
a 50°C durante 30 minutos. Para el ZnN trataddaeombinacion de AEC y US

a 50°C durante 30 minutos se obtuvier8(8 reducciones logaritmicas.

3. Los valores ByusparaS. cerevisiaeen TSB disminuyeron de 17,26 a 4,74
minutos y fueron significativamente menores con®rraumentaban las

concentraciones de AEC.

4. Los modelos “Shoulder+log-linear” y “Weibull” wgtaron con precision
(R>>0,97) las curvas de supervivencia 8e cerevisiaeen TSB y en ZnN

obtenidas a parir de los datos de inactivacion.

5. El tratamiento de termosonicacion combinado cooncentraciones
subinhibitorias de AEC podria actuar sinérgicameariela inactivacion des.

cerevisiaetanto en TSB como en ZnN.

6. La concentracion de AEC aceptada por los pdaslen ZnN y en zumo natural
de granada (ZnG) de 20 mg/L es menor que las ctiac@mes necesarias para
provocar la inhibicion del crecimiento &e cerevisiae

7. La inactivacion deS. cerevisiaeen muestras de ZnN y ZnG tratadas por
combinacion de US y AEC (a la concentracion aceptehsorialmente de 20
mg/L) a 50°C durante 30 minutos, fue de 2,81+0,d#® y,52+0,26 reducciones
logaritmicas en ZnG y en ZnN respectivamente.

8. Los valores B paraS. cerevisiaalisminuyeron significativamente en ambos
zumos (ZnN y ZnG) cuando se trataron con US y ARCa( concentracion

aceptada sensorialmente de 20 mg/L) a 50°C duBfhtainutos. Para ZnN los
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valores Rpdisminuyeron desde 19,27 a 10,37 minutos y paZa@l desde 65,36

a 10,80 minutos.

9. Al final del almacenamiento refrigerado (28 di&%C), se observo que las
células supervivientes d& cerevisiaen las muestras de ZnN y de ZnG tratadas
por combinacion de US y AEC (a la concentraciomptaa sensorialmente de 20
mg/L) a 50°C (30 minutos) disminuyeron significativente 1,55+0,19 vy
0,68+0,16 ciclos logaritmicos para el ZnN y el Zm®Spectivamente.

10. Los tratamientos de sonicacion (1 a 30 minuttd)ZnN a temperaturas
inferiores a 46°C, mejoraron el contenido en corsfmse bioactivos (fenoles
totales, FT; flavonoides totales, FvT; carotenoitlamles, CT) y la actividad
antioxidante (AA) en funcion del tiempo de tratanmd® aumentando
significativamente el indice de pardeamiento naneatico (IP), y obteniéndose
reducciones microbianas significativas segun auabentla temperatura. Sin
embargo, se observé un empeoramiento en los aisilsginsoriales sabor y aroma
a partir de los 20 minutos de tratamiento. El astde vida Gtil de las muestras
sonicadas mostré que el US por si solo no tieneafmcidad de controlar la
poblacion microbiana de las muestras tratadas na@dnmadas en condiciones de

refrigeracion (28 dias, 5°C).

11. La metodologia de superficie de respuesta (MS&)disefio Box-Behnken
empleados para estudiar el efecto de la termosméitay el AEC sobre los
parametros de calidad del ZnN y del ZnG han demdstrser eficaces para
modelar matematicamente el efecto de la termosadity el AEC en la calidad
de los zumos y en reducir al minimo el nimero deegmentos requeridos para

obtener conclusiones con significacion estadistitecuada.

12. En general, los datos experimentales de |ladnpetros de calidad (FT; FvT;
CT; antocianinas monomeéricas totales, AMT; paraosetie color; pH; °Brix) del
ZnN vy del ZnG tratados se ajustaron bien (P<0,0§;>G§84) a los modelos
simplificados desarrollados a partir de los datgeeamentales obtenidos.

13. Los parametros de cada tratamiento de consénvaptimizado (amplitud,
concentracion de aceite esencial y temperaturagriigpan del tipo de zumo, de
sus propiedades fisico-quimicas, de su composgmnompuestos bioactivos y

de su poblacién microbiana inicial.

196



Conclusiones generales

14. En TSB, el AEC inhibi6 el crecimiento &e coli 0157:H7 5297 (CMI: 2631
mg/L; CPIs: 1300-325 mg/L; CMB: 10524 mg/L) y el de monocytogenes
LM82 (CMI: 1300 mg/L; CPIs: 650-325 mg/L; CMB: 263ig/L). El AEL, no
fue muy efectivo inhibiendo el crecimiento Becoli0157:H7 5297 (CMI > 8529
mg/L; CPIs: 8500-266 mg/L; CMB > 8529 mg/L) percesidelL. monocytogenes
LM82 (CMI: 4200 mg/L; CPlIs: 2125-266 mg/L; CMB: 263ng/L). El limoneno
inhibié el crecimiento d&. coli 0157:H7 5297 (CMI: 4200 mg/L; CPlIs: 2100-
260 mg/L; CMB: > 8400 mg/L) y el de. monocytogeneEM82 (CMI: 8400
mg/L; CPIs: 4200-260 mg/L; CMB: >8400 mg/L). EI AHGe el antimicrobiano
mas efectivo yL.. monocytogenesM82 la bacteria mas sensible, excepto para el
componente limoneno del que se necesitd una memngentracion para inhibir el
crecimiento dé=. coliO157:H7 5297.

15. La mayor inactivacion de. coli0157:H7 5297 y.. monocytogenelsM82 se
obtuvo en las muestras de ZnM tratadas por comidimate US y AEC (a la
concentracion aceptada sensorialmente de 20 mgAQ°@ durante 5 minutos,
obteniéndose 0,87+0,07 y 5,39+0,17 reducciones rilogaas para L.
monocytogenesM82 y E. coliO157:H7 5297 respectivamente.

16. A partir del dia 15 de almacenamiento refriger§29 dias, 8°C), no se
obtuvieron recuentos de células viables pBracoli O157:H7 5297 en las
muestras de ZnM tratadas por combinacion de US € A& la concentracion

aceptada sensorialmente de 20 ppm) a 40°C duramiieufos.

17. Durante el almacenamiento refrigerado (29 dg&C) la poblacion del.
monocytogened M82 se mantuvo sin diferencias significativas ks diferentes
muestras de ZnM tratadas, aunque la menor poblastaiba en la muestra tratada con
combinacion de AEC y US a 40°C durante 5 minutas factores estudiados y su
combinacion podrian tener un efecto sinérgico endativacion de ambas bacterias y

en su supervivencia en condiciones de refrigeracion
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Freshly squeezed orange juice was sonicated (for 1, 10, 20 and 30 min at 24 kHz frequency) to
evaluate its impact on selected physico-chemical and antioxidant properties, such as total
phenolics, flavonoids, DPPH radical scavenging activity, total carotenoids, ascorbic acid, pH,
2016 °Brix and color attributes. Additionally, the effects of sonication treatments on the microbial
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load (aerobic mesophilic, yeast and mold) were also evaluated. Sonication of juice samples
for 10, 20 and 30 min during which the temperature rose to 4345 °C showed enhancement in
most of the bioactive compounds compared to samples treated for 1 min and control sam-

Keywords: ples (untreated). Significant reductions in the microbial load corresponding to sonication
Orange juice time were also recorded. Results of the present study indicate that sonication coupled with
Sonication mild temperatures may be employed as a suitable technique for orange juice processing,

Bioactive compounds and may be applied to improve its safety and nutritional quality.

Antioxidants © 2016 Institution of Chemical Engineers. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
Microorganisms

Shelf life

1. Introduction These facts inspired the researchers all over the world

to look for the most suitable innovative technique which
gives a positive result with the application of little or no
heat (Riener et al.,, 2008). Indeed, to avoid unwanted effects

Processing methods play an important role in determining
product quality, safety and shelf life of foodstuffs. It is well

established that thermal processing technology assures the
safety of food products with extended shelf life but it also
causes losses in the beneficial nutrients. Thus, compared to
other food preservation methods, heat has the important
advantage of ensuring food safety and long preservation due
to its destructive effect on enzymes and microorganisms.
However, the non-specific effect of heat can cause reductions
in nutritive and sensorial quality of foods and impairs their
functional properties (Gomez et al., 2011).

* Corresponding author. Tel.: +34 619 512000; fax: +34 868 884148.
E-mail address: fmarin@um.es (F. Marin-Iniesta).
http://dx.doi.org/10.1016/j.ftbp.2016.03.007

of heat, many attempts have been made to design alterna-
tive procedures for food preservation and sanitation. Some of
the non-thermal technologies with potential to replace ther-
mal processing of foods include membrane filtration, osmotic
dehydration, pulse electric field, ultrasound, irradiation, high
pressure, active packaging and ozone treatment (Cheng et al.,
2007).

Ultrasound is an innovative emerging food processing
technology that has shown important advances in food

0960-3085/© 2016 Institution of Chemical Engineers. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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processing in the last few years, and its application in food
industry has been reviewed recently (Gonzalez-Centeno et al.,
2014). Ultrasound treatment had a high yield and low sol-
vent consumption compared with other extraction methods
and is a very economical method (Fu et al., 2014). Ultrasound
assisted three phase partitioning has considerably increased
the extraction yield of ursolic acid and oleanolic acid from
Ocimum sanctum (Vetal et al., 2014).

Fruit juices could be easily consumed by infants, children
and adults to meet their nutrient needs particularly that of
micronutrients (Nnam and Njoku, 2005). Orange juice is the
most widely produced and most popular fruit juice world-
wide according to the United States Department of Agriculture
(USDA, 2004). Orange juice is the predominant juice processed
by the beverage industry worldwide. Citrus juices are the most
popular fruit juices, accounting for greater than 50% of juice in
the international commerce (Varnam and Sutherland, 1999).

The nutritional quality of orange juice is primarily related
to the ascorbic acid content (Zerdin et al.,, 2003), in addition
to phenolic acids and flavanones which are the two main
groups of phenolic compounds in orange juices. Phenolic com-
pounds are the secondary plant metabolites which play a
considerable role in the development of characteristic color
and flavor of fruit juices (Abid et al., 2014a). Polyphenols pos-
sesses several biological properties and exhibit anticancer,
antioxidant, antiviral and anti-inflammatory actions. How-
ever, cloudy juice processing technology affects the quality
of the final product (Cliff et al., 1991) and especially loss
of ascorbic acid (Nagy and Smoot, 1977). Kabasakalis et al.
(2000) reported a 60-67% loss of ascorbic acid content in com-
mercially processed orange juice and a 7-13% loss in fresh
unprocessed orange juice during a refrigerated storage period
of 31 days.

Thermosonication has been attempted as an alternative to
thermal treatment for processing of fruit juices such as straw-
berry juice, blackberry juice and orange juice (Tiwari et al,,
2008a, 2009).

Ultrasound processing of juices is reported to have a min-
imal effect on the degradation of key quality parameters in
strawberry and blackberry juices (Tiwari et al., 2008a). Fu et al.
(2014) showed that ultrasound treatment did not affect antiox-
idant capacity, likely because ultrasonic extraction is rapid.
Many studies depicted that sonication treatment significantly
enhanced the phenolic compounds, ascorbic acid, cloud value,
DPPH free radical scavenging activity and total antioxidant
capacity besides significant reduction in microbial population
of fruits juices (Abid et al., 2013). The DPPH assay engrosses
the reaction between a specific antioxidant with a stable free
radical, such as that of DPPH, wherein reduction in the DPPH
concentration caused by an antioxidant decreases the optical
absorbance. It was reported that during storage at 10°C soni-
cated juice was found to have higher retention of ascorbic acid
compared to thermally processed and control samples (Tiwari
et al.,, 2009).

The serious concern about unprocessed fruit juices is
microbial contamination with acid-tolerant bacteria, fungi
(yeasts and molds), and pathogenic bacteria, that leads to the
deterioration of nutritional and sensorial properties such as
functional ingredients, color, flavor, and odor, as well as food-
borne diseases due to the pathogenic bacteria or toxigenic
fungi (Tournas et al., 2006).

Sonication is a non-thermal method of food preservation
that has the advantage of inactivating microorganisms in fruit
juices without causing the common side-effects associated

with conventional heat treatments (Knorr et al., 2004; Tiwari
et al., 2008a). It has been reported that power ultrasound is
effective against food borne pathogens found in orange juice
(Valero et al., 2007).

The aim of the study was to investigate the effect of sonica-
tion on natural microflora and bioactive compounds of natural
orange juice.

2. Materials and methods
2.1. Orange juice preparation

Fresh oranges (Citrus sinensis cultivar Navelina) were pur-
chased in a grocery store in Murcia, Spain. The oranges were
washed with tap water, dried with paper towels and cut into
two pieces.

Juice extractor of Solac (Citro new 100 W, Spain) was used
to extract the juice which was then filtered through steril-
ized double layered muslin cloth. The freshly extracted juice
was vortex mixed and selected as the control. The juice was
divided into five different parts as control fresh sample and
working samples subjected to sonication treatments.

2.2. Ultrasound treatment

Ultrasonic treatments (Salleh-Mack and Roberts, 2007; Jabbar
et al.,, 2014) were carried out in a double-wall cylindrical ves-
sel in which water was circulated with a thermostatic bath
(Digiterm 100, PSelecta®). The thermostatic bath temperature
was set to avoid the increasing of treated sample temperature
above 46 °C. Temperatures before and after each treatment
were recorded. Ultrasound (24kHz; 105pm; 33.31Wml?)
was continuously applied with a UP200H ultrasonic pro-
cessor (Hielscher Ultrasound Technology) using a S3 probe
(Hielscher). The sonication treatments without temperature
control consisted of a control sample (untreated) and four
treated samples (1, 10, 20, 30 min) as shown in Table 1. Orange
juice sample (30ml) was taken in a 50ml jacketed vessel
through which water was circulated. The depth of the probe
was kept 25mm in the juice samples. The observed rise in
temperature of the samples due to sonication was registered.
Overheating of the samples (temperature measured by ther-
mocouple with an accuracy +0.5°C) during the ultrasound
treatment was prevented by circulating ice-water through the
treatment chamber. The results were compared to the control
sample (untreated). Each experimental condition was con-
ducted in triplicate.

It was calculated the calorimetric energy dissipation
according the equation of Gogate et al. (2011) modified:

Pea = (mcpAT“)liquid + (miCpl-ATa) hAAT,At)

inner reactor wall + (
where m is mass of liquid (kg), m; is the mass of reac-
tor/transducers (kg), C, is specific heat of liquid at constant
pressure (J/kgK), Cy; is the specific heat of material of reactor
(/kgK), AT, is change in temperature (K) in the juice, h is con-
vective heat transfer coefficient (W/m?K) and A is the area of
heat transfer (m?), AT} is change in temperature (K) between
juice and air, At is treatment time. It was taken into account
that in laboratory scale operation with operating volume in
the range of few ml, convective and conductive heat transfer
hold little significance (Gogate et al.,, 2011; Sutkar and Gogate,
2009).
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Table 1 - Processing conditions used during ultrasound treatments.

Samples Time (min) Initial temperature Final temperature Energy (kJ) Calorimetric energy
sample (°C) treated sample (°C) dissipation (kJ)

Control = 25.0 £ 0.6 250 £ 0.6 = =

A 1 254 +0.2 27.1+£0.6 60 0.5 £0.1¢

B 10 25.0+0.3 434 +£0.8 600 23 +0.1°

@ 20 251+ 04 43.0 £ 0.6 1199 2.4 +0.1°

D 30 25.1+0.3 456 £ 0.6 1799 2.7 £0.12

Average of three replications +SD; different letters indicate a significant (p <0.05) difference between values of the column.

2.3.  Total phenolics and flavonoids

The total phenolic content of juice samples was determined
using the Folin-Ciocalteu method (Singleton and Rossi, 1965)
with slight modifications as follow. Control and samples (1 ml
each) were diluted 1:10 in methanol:water (6:4) and cen-
trifuged (10 min, 3000rpm). 125pl of diluted sample were
added to 125 pl of Folin—Ciocalteu reagent and 1.25 ml of sat-
urated sodium carbonate solution (7%) was added. Finally,
1.3 ml of distilled water was added to the mixture and shaken
gently in a vortex. After 90min of incubation in darkness
at room temperature, the absorbance at 760nm was mea-
sured in triplicate using a UV-VIS spectrophotometer (Nicolet
evolution 300, Thermo Electron Corporation). A calibration
curve was prepared by using a standard solution of gallic acid
(0-600 pg/ml), and the results of phenols were expressed as
mg gallic acid equivalent per 100 ml of juice.

To determine total flavonoids content, the method
described by Sakanaka et al. (2005) with slight modifications
was used as follow. Briefly, 250 pl of the centrifuged sample

where Ay is the absorbance of the control at 30 min and A;
is that of the sample at 30 min. Samples were analyzed in
triplicate.

2.5. Ascorbic acid determination

The ascorbic acid content in samples was determined based
on the 2,6-dichlorophenol iodophenol (DCPIP) Titrimetric
Method (967.21) of AOAC (1995), with slight modifications. The
coloring factor was obtained by titration of the standard solu-
tion of ascorbic acid with standard dye solution until a pink
colored solution (end point) was obtained. A known volume
of the juice sample (10ml) was diluted to 100ml with 3%
metaphosphoric acid, followed by filtering through Whatman
(No. 1) filter paper. Further, a known volume of the aliquot
(5 ml) filtrate was titrated with 2,6-dichlorophenol iodophenol
(DCPIP) indicator until the end point was reached. The results
obtained were expressed as milligrams of ascorbic acid per
100 ml sample, and the calculation was done as stated below:

titer x dye factor x concentration x 100

Ascorbic acid ( mg equivalent )

100 mL of juice

(10 min, 3000 rpm) was mixed with 1.25ml of distilled water,
followed by addition of 75 ul of a 5% sodium nitrite solution
and was mixing gently with a vortex. After waiting for 6 min,
150 ul of a 10% aluminium chloride solution was added and
gently shaken. The mixture was allowed to stand for a fur-
ther 5min before 0.5ml of 1M sodium hydroxide was added.
Finally 0.275ml of distilled water was added and mixed well.
The absorbance was measured immediately in triplicate at
510nm using a UV-VIS spectrophotometer (Nicolet evolution
300, Thermo Electron Corporation). The results of flavonoids
were expressed as mg catechin equivalent per 100 ml of juice.

2.4. DPPH assay

Scavenging activity of orange juice against DPPH radical was
assessed according to the method of Blois (1958) with some
modifications. To a known aliquot (2.5ml) of diluted sam-
ple juice (1/10 in methanol), 0.5ml of DPPH (1,1-diphenyl
2-picrylhydrazyl) solution (1 mM in methanol) was added. The
reaction mixture was vortexed thoroughly and left in the dark
at room temperature (25+1°C) for 30min. The decrease in
the absorbance (due to the proton donating activity) was mea-
sured at 517 nm using a UV-VIS spectrophotometer (Thermo
Electron Corporation, Nicolet evolution 300). Ascorbic acid and
catechin were used as references. The ability to scavenge DPPH
radical was calculated by the following equation:

o-[5]

~ extract aliquot used for estimation x volume of sample use for estimation’

2.6. Determination of total carotenoids

The content of total carotenoids (a-carotene, B-carotene and
lycopene) was determined by the method stated by Liao et al.
(2007), with some modifications, by measuring the absorbance
at 445, 450 and 470 nm respectively using UV-VIS spectropho-
tometer (Thermo Electron Corporation, Nicolet evolution 300)
at ambient temperature. Mixing 25ml of juice sample with
80 ml of n-hexane/acetone (1:1, v/v) in a separation funnel and
shaking well, the organic phase after separation was taken out.
Again by using 15 ml of n-hexane/acetone (1:1, v/v), the aque-
ous phase was repeatedly extracted until it was colorless. The
organic phase was dehydrated using anhydrous sodium sul-
fate. The results were expressed as mg carotenoids equivalent
per 100 ml of juice.

2.7. Color analysis

Color proportions in the juice samples were determined using
the spectrophotometric color analysis reported by Glories
(1984). A direct measurement of absorbance of the orange
juice samples at 420, 520, and 620 nm was carried out using
a UV-VIS spectrophotometer (Thermo Electron Corporation,
Nicolet evolution 300). The following variables were calcu-
lated; color intensity (CI) as the sum of 420nm, 520nm, and
620 nm absorbance; proportion of yellow (Ye %), red (Rd %) and
blue color (Bl %) were calculated by dividing the absorbance of
420, 520 and 620, to the color intensity (CI), respectively.
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2.8.  Total soluble solids (°Brix) and pH

The total soluble solids were determined using a hand
refractometer (Model: Pocket PAL-1 Atago, Tokyo, Japan).
Refractive indexes were recorded and converted to °Brix using
a conversion table. After performing each analysis at room
temperature (25 =+ 1°C), the refractometer prism was cleaned
thoroughly with distilled water. All the measurements were
performed in triplicate, and the pH of the samples was deter-
mined using a pH meter (Crison pH meter 507).

2.9.  Non-enzymatic browning index

Orange juice (10ml) sample was centrifuged (10min at
7800 x g) to remove coarse particles from the sample. Five
milliliters of ethanol (95%) was added to 5ml of the super-
natant and centrifugation was repeated. The absorbance
of the supernatant was read at 420nm using a UV-Visible
spectrophotometer (Nicolet evolution 300, Thermo Electron
Corporation) with a cell path length of 1cm, with distilled
water as blank. Measurements were taken in triplicate and
mean value reported (Fustier et al., 2011; Meydav et al., 1977).

2.10. Microbiological analysis

This study included determination of total plate counts (TPC)
of aerobic bacteria and fungi (molds and yeasts) in both a
control and in sonicated orange juice samples.

The microbial load of samples was determined based
on the standard method of FDA’s Bacteriological Analytical
Manual (BAM) Methods (2001). A pour plate method was
applied to determine the TPC. Accordingly, appropriate serial
dilutions were prepared with 0.1% (w/v) peptone water (Merck,
Germany), followed by decimal dilutions (up to 10~%) of sam-
ples, which were further pipetted into sterile Petri plates (dish)
followed by addition of 15 ml of molten plate count agar (PCA,
MERCK, Germany) (45 °C) to each plate. Sample dilutions were
immediately mixed with an agar medium by rotating the
plates in a figure “8” manner and were allowed to solidify
for 30 min at room temperature (25+1°C). Subsequently, the
plates were turned upside down and the PCA plates were
incubated at 37°C for 2 days in an incubator (Ambient-High
Temperature Incubator Model Tuttlingem, Germany). The esti-
mation numbers of bacterial colonies in samples (as CFU/ml
juice) were counted by multiplying the number of colonies
with the reciprocal.

The total yeast and mold content was enumerated by a
pour plate method using (PCA) media (MERCK, Germany).
Additionally, 0.01% chloramphenicol was added into PCA
plates to inhibit the growth of other microbes as cross-
contaminants. PCA plates were incubated at 25+ 1°C for 5-7
days in an incubator (Sanyo Incubator, Japan) to determine
yeast and mold counts. Each test was performed in replicates
of three, and the results were expressed as log colony-forming
units (CFU) per milliliter of juice.

2.11. Sensory analysis

Prior to sensory evaluation orange juice samples were refriger-
ated (5 °C), randomly coded and served (30 ml) at 15 °C together
with still water (Lanjarén, Spain) to the panelists (n=10).
The orange juice untreated (control) and treated samples (as
above) were presented to panelists who were asked to describe
differences between samples by using a 10-point hedonic

scale, where 1 means very much disliked and 10 very much
liked. A score of 5 was the minimum threshold for samples
acceptability (Walkling-Ribeiro et al., 2009).

2.12.  Shelf life study

The methodology used in this study was based on previous
works (Ferrario et al., 2015; Valero et al., 2007) but with some
modifications. Replicates of control and treated orange juice
samples aseptically packaged into screw-top 50-ml polypro-
pylene containers were analyzed after 0, 15 and 28 days of
storage at 5°C. The juice was agitated and 1ml aliquots were
removed at each incubation period, decimal dilutions were
made, and counts of microorganisms were performed as pre-
viously described for the microbiological analysis of natural
juices. Two plates were used for each dilution and were incu-
bated at 25°C for 48 h form molds and yeast and at 37 °C for
24 h from bacteria.

The evolution of sensorial attributes and non-enzymatic
brown index was also determined as described previously.

2.13. Statistical analysis

The data obtained in this study were reported as mean
value +standard deviation (SD). Completely randomized
design (CRD) was conducted with one-way ANOVA at a sig-
nificance level of P<0.05, and significant differences between
mean values were determined by Duncan comparison test.
Statistical analyses were determined by using STATGRAPH-
ICS plus Version 5.1 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton,
USA).

3. Results and discussion
3.1.  Total phenolics and flavonoids

A significant increase in the total phenolic content occurred
in sonicated orange juice samples when compared to a con-
trol (Table 2). This increase was from 42.74 up to 69.45mg
GAE/100 ml for a sonication treatment of 30 min. These results
show a significant enhancement on phenolic compounds
within sonication treatment with increased temperature. In
fact, within 10, 20 and 30 min treatment, temperatures regis-
tered were 43.4, 43.0 and 45.6 °C respectively, and the amounts
of total phenolics were 68.44, 68.37 and 69.45 mg GAE/100 ml
respectively. Same results were noticed by Abid et al. (2014a),
showing a significant enhancement on total phenolic contents
for apple juice sonicated at 60°C.

This increase on phenolic compounds can be attributed
to the enhanced disruption of cell walls by thermosonica-
tion treatment, which might have facilitated the release of
bound phenolic contents. Fu et al. (2014) basing on scan-
ning electron microscopy showed that ultrasound changed
the surface structure of plant material making it easier to
break the plant cell walls. With cavitation, hydroxyl and hydro-
gen free radicals are generated from the dissociation of the
water molecules in aqueous solutions as a result of the high
temperature and pressure of the collapsing gas bubbles asso-
ciated with cavitation (Awad et al., 2012; Riesz and Kondo,
1992). There are concerns regarding potential oxidative dam-
age associated with free radicals, which is considered as
a disadvantage for preserving phenols but it may enhance
antioxidant efficiency for flavenoids (Ashokkumar et al., 2008).
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Table 2 - Effect of sonication treatments on total phenolics, total flavonoids, DPPH radical scavenging activity, total

carotenoids, and ascorbic acid content in orange juice.

Samples  Total phenolics’  Total flavonoids?  Percentage inhibition? Total carotenoids* Ascorbic acid®
a B 1L

Control 427 +0.8¢ 8.7 £0.7¢ 21.7 £ 0.8¢ 0.4+002¢ 04£001¢ 020014 28.9 + 0.01°

1min 60.2 + 0.9¢ 13.6 + 0.1P 37.5+0.32 0.6 + 0.01? 0.6 + 0.01? 0.3 £ 0.005¢ 29.4 + 0.05°

10 min 68.4 + 0.05° 14.1 + 0.01® 35.7 + 0.3° 0.6 + 0.001°¢ 0.6 + 0.001°¢ 0.4 + 0.001° 36.8 + 0.052

20 min 68.3 + 0.02° 13.9 £ 0.032 34.7 £ 0.4° 0.6 + 0.005°> 0.6 & 0.012 0.4 £+ 0.0052 37.6 +£ 0.012

30min 69.4 + 0.32 14.3 + 0.02® 35.2 + 0.4 0.6 + 0.005> 0.6 + 0.005> 0.4 + 0.005% 37.6 + 0.022

Values with different letters in the same column (a-d) are significantly different (p <0.05) from each other.

Values are the means of three replicates + standard deviation (SD).
mg galic acid equivalent/100 ml of juice.
mg catechin equivalent/100 ml of juice.

mg carotenoids/100 ml of juice.
mg ascorbic acid equivalent/100 ml.

U W N e %

Percentage inhibition of DPPH radical [ascorbic acid (0.01 mg/ml): 38.3; catechin (0.01 mg/ml): 68.5].

Flavonoids are natural polyphenolic compounds present in
plants (and plant products) that possess a wide spectrum of
chemical and biological activities. Several studies have shown
a positive correlation between augmented consumption of
flavonoids with reduced risk of cardiovascular diseases and
cancer (Hertog et al., 1992).

In our study, sonication treatment of orange juice has
allowed enhancement of flavonoids contents (Table 2). Indeed,
compared to the amount found in the control sample (8.78 mg
catechin equivalent/100ml) a significant increase was found
in all sonication treatments; from 11.58 to 14.32 mg catechin
equivalent/100 ml of juice.

3.2.  Radical scavenging activity

The results on DPPH free radical scavenging activity of orange
juice are represented in Table 2. Sonicated samples showed
significant increase in the percent DPPH inhibition compared
to control indicating a higher level of antioxidants. The per-
cent inhibition of DPPH was 37.48%, 35.70%, 34.70% and
35.21% in 1, 10, 20 and 30 min sonicated samples, respectively
compared to control samples (21.67%). Similar results were
found with sonicated kasturi lime juice (Bhat et al., 2011).
These results indicate that sonication treatment enhance the
extractability of antioxidant compounds.

3.3. Total carotenoids

Carotenoids are thought to be associated with reduced risk
of several chronic health disorders including some forms of
cancer, heart disease and eye degeneration, and also as regula-
tors of cell proliferation and differentiation, stimulators of cell
to cell communication and blue light filters. Several studies
show that carotenoids enhance the immune system and lower
the risk of many cardiovascular diseases, cancer, cataract and
macular degeneration (Cooper, 2004).

Results (Table 2) present the effect of sonication treatments
on the total carotenoids of orange juice. Significant increases
in total carotenoids (a-carotene, B-carotene and lycopene)
were observed in the juice samples sonicated for 1, 10, 20
and 30min as compared to control sample, with a maxi-
mum amounts within samples sonicated for 10 min at 43.4°C
(0.65, 0.69 and 0.47 mg of a-carotene, B-carotene and lycopene
respectively per 100 ml of juice). Recent studies showed such
increase in total carotenoids content in the orange juice-milk
orange juice and apple juice treated with high pressure (Abid

et al., 2014b). This increase in total carotenoids by sonication
might be attributed to the mechanical disruption of cell walls,
which might enhance free carotenoids in the juice.

3.4. Ascorbic acid

The nutritional quality of orange juice is primarily related
to the ascorbic acid content (Zerdin et al., 2003). Ascorbic
acid exhibits potential antioxidant activity and is known to
protect cells from free radicals induced damage. Ascorbic
acid contributes substantially toward prevention of the onset
of cardiovascular diseases and cancer (Marin et al., 2002).
Ascorbic acid is thermolabile and highly sensitive to various
processing conditions. The mechanism of vitamin C degrada-
tion follows aerobic and/or anaerobic pathways and depends
upon several processing conditions (Vieira et al., 2000).

Several study reports sensitivity of ascorbic acid to son-
ication. Indeed, Adekunte et al. (2010) found high ascorbic
acid degradation in sonicated tomato juice. However, in our
study, a significant increase in the ascorbic acid content was
observed after sonication treatments of orange juice (Table 2).
However, in 10, 20 and 30 min in which temperature was up
of 43.0°C respectively, amounts of ascorbic acid were signifi-
cantly higher; 36.76, 37.59 and 36.23 mg ascorbic acid/100 ml of
juice compared with control (28.9 mg ascorbic acid/100 ml) and
1min treated sample (29.4 mg ascorbic acid/100 ml), showing
the beneficial impact of coupling sonication with mild temper-
atures for the extraction of ascorbic acid. Similar results were
reported, with an increase of ascorbic acid content after son-
ication of guava juice (Chenget al., 2007) and kasturi lime juice
(Bhat et al., 2011). Sonication increases ascorbic acid content
because of the elimination of dissolved oxygen that is essen-
tial for ascorbic acid degradation during cavitation (Cheng
et al.,, 2007). This is applicable in our present study as well.

3.5. PH, total soluble solids, and color attributes

The results on effect of sonication treatments on pH, total
soluble solids (°Brix), and color attributes in orange juice
are depicted in Table 3. The pH of juice showed significant
decrease to 3.83 after 1 min of sonication treatments (P <0.05).
However, we recorded stabilization of pH at 3.7 within sam-
ples treated for 10, 20 and 30 min. Sonication did not induce
any significant changes in the total soluble solids, even after
30min of treatment time. These results are in agreement
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Table 3 - Effect of sonication on pH, total soluble solids, and color attributes in orange juice (n=3 £ SD).

Color

Color intensity

% Yellow

% Red

% Blue

Sample pH Total soluble solids (°Brix)
Control 4.00 + 0.032 10.3 £ 0.32
1min 3.83 +£0.01° 10.3 + 0.22
10 min 3.79 £ 0.01¢ 10.4 + 0.22
20 min 3.79 + 0.01¢ 10.4 £+ 0.22
30min 3.78 £ 0.01¢ 10.5 + 0.32

2.787 + 0.119°
3.057 =+ 0.0052
2.512 + 0.003¢
2.496 + 0.003¢
2.506 + 0.005¢

41.376 + 0.172°¢
43.224 + 0.045°¢
45.888 + 0.0262
46.035 + 0.0372
46.403 + 0.1562

32.364 + 0.069%
32.421 £ 0.0042
31.714 £+ 0.0162
31.555 =+ 0.0402
31.271 £ 0.0882

26.305 + 0.2512
24.337 + 0.044
22.410 + 0.010P
22.426 + 0.037°
22.368 + 0.003P

Values with different letters in the same column (a—c) are significantly different (p <0.05) from each other.

with the observations on sonicated orange and tomato juices
(Tiwari et al., 2008a).

Color is the key quality parameter of fruit juices that
directly influences the consumer criteria for acceptance or
rejection. In the present study, significant differences in all the
color attributes were recorded between the control and differ-
ent sonicated samples. The juice samples sonicated for 10, 20
and 30 min showed reduction in color intensity (CI) and blue
percentage (% blue) compared with control and samples soni-
cated for 1min. This reduction appears more significant with
prolongation of treatment time. The same result was observed
for yellow percentage (% yellow), but inversely proportional
with time. Our results are in agreement with the observations
reported by Bhat et al. (2011) in sonicated kasturi lime juice.

Degradation of color in sonicated juice samples can be
attributed to the oxidation reactions that occur as a result
of interaction with free radicals generated during sonication
treatments (Mason, 1991). Cavitation induced during sonica-
tion has been reported to contribute to changes occurring
in the color of fruit juices (Tiwari et al., 2008a; Cheng et al,,
2007). During sensory analysis (Fig. 3), the minor color changes
induced during sonication of orange juice were detected.

3.6.  Non-enzymatic browning index (BI)

The BI is one of the parameters that indicates the non-
enzymatic browning of orange juice. The BI significantly
increased with treatment time (Fig. 1). At the lowest treat-
ment time (1 min), the BI was found to increase by 107%. At
10min of treatment, BI increased 157%, at 20min 158% and
at 30 min 172%. Furthermore, kinetics studies on BI reactions
based on Asonm measurement in juices reported zero-order
reaction kinetics (C=Cp +KoT; being Ky reaction rate constant
of a zero-order kinetic model), in which K, values >1 indicate
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Fig. 1 - Changes in browning index for orange juice during
sonication treatments and evolution of the browning index
of the control and treated orange juice samples stored at
5°C in polypropylene containers for 0, 15 and 28 days.

that non-enzymatic browning predominates over pigment
destruction due to sonication; while Ko values <1 indicate
that pigment (carotenoid) destruction predominates over non-
enzymatic browning (Tiwari et al., 2008Db).

3.7.  Microbiological analysis

Power ultrasound treatment has been reported to be effective
in minimizing the presence of food borne pathogens in guava,
orange and tomato juices (Valero et al., 2007; Chengetal., 2007;
Adekunte et al., 2010). Previously, it was assumed that acidic
foods such as those of citrus and their products are safe for
direct consumption because survival of microbes or pathogens
can be difficult at lower pH levels. However, available reports
have indicated the survival of pathogenic microbes even at a
lower or acidic pH for long time durations (Wang et al., 2010).
Indeed, in our study, presence of TPC, yeast and mold was
observed in control sample of orange juice. However, a clear
reduction in the microbial load was found after sonication
treatments (Fig. 2).

The aerobic plate count showed a significant reduction in
samples sonicated for 30 min, while 20 min of sonication was
sufficient for elimination of yeast and mold. Reduction in the
microbial load might be attributed to the combined physical
and chemical mechanisms that occur during cavitation (Abid
etal., 2014a). Abid et al. (2014a) showed that the inactivation of
all microbial cells was observed in apple juice sonicated using
probe USP40-10, with higher microbial reduction in extending
sonication treatment time.

However, researchers have reported (Chemat et al., 2011)
that sonication alone is ineffective for decontamination of
the products; hence, sonication combined with other physi-
cal treatments such as application of pressure, mild heat or
non-thermal treatments needs to be employed.

It has been reported that thermosonication cause the
highest inactivation of pathogens as recorded in cranberry,
pineapple and grape fruit juices (Bermudez-Aguirre and
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Fig. 2 - Effect of sonication treatment on the survival of
microorganisms in orange juice.
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Fig. 3 - Sensory assessment of untreated (control) and
treated orange juice samples by sonication (1 min, 10 min,
20 min, 30 min).

Barbosa-Céanovas, 2012). In this study, the increase of tem-
perature due to the extension of sonication treatment time
has significantly reduced count of microorganisms and led to
the total decontamination of samples at 30 min of treatment.
Ultrasound has been proved to increase microbial sensitivity
to heat, high osmotic pressure and low pH due to cavita-
tions and other changes in the outer membrane of the cell
structure (Wordon et al., 2012). Several study reported that
more reductions in microbial cells of juices samples treated
with ultrasound at higher temperatures, evidencing syner-
gism between sonication and heat (Wordon et al., 2012).

So, our results indicate that the increased level of micro-
bial inactivation of orange juice can be obtained by coupling
ultrasound with moderate heat in the juice.

3.8.  Sensory analysis

Fig. 3 shows the results of sensory analysis a time zero. The
untreated and treated samples for 1 and 10 min had no statis-
tically significant difference in any of the sensory parameters
analyzed (color, aroma, flavor, texture, in general). The sam-
ple treated for 20 min and 30 min had a statistically significant
decrease in all the sensory parameters tested (aroma, taste,
overall) except color and texture, driving the scores beyond the
rejection limit (below 5 points). Similar results were obtained
by Gémez-Loépez et al. (2010).

3.9.  Shelf life study

Refrigerated storage at 5°C was not effective in controlling
the growth of TPC and fungi up to 28 days of storage in
orange juices subjected to sonication. During storage at 5 °C of
untreated (control), 1 min treated sample and samples treated
by ultrasound (10 min, 20 min, 30 min), significant differences
in microbial growth were observed. The behavior of TPC and
molds and yeast in refrigerated orange juices for 28 days is
shown in Fig. 4. Similar results were obtained by Valero et al.
(2007), who reported that refrigerated storage at 5°C was not
effective in controlling the growth of mesophilic aerobes and
fungi up to 42 days of storage in orange juices subjected to low
and high frequency ultrasounds.

The evolution of the browning extent in orange juice dur-
ing refrigerated storage at 5°C is shown in Fig. 1. Browning
extent showed little fluctuation over a 28 days period, and it
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Fig. 4 - Survival of total plate counts (a) and fungi (b) during
refrigerated storage (5 °C during 0, 15 and 28 days).

was observed that the BI significantly decreased for all sam-
ples. These observations are in agreement with the studies
who reported minor browning of clear orange juices stored 19
weeks at 4 °C. Browning in citrus beverage involves a complex
group of reactants that produce an assortment of pigments of
highly unstable characteristics (Fustier et al., 2011).

During the evolution of sensorial attributes of refrigerated
juices at 5°C, control and sonicated samples were rejected
after 15 and 28 days due to off-odor (sensory score below
5). Natural microflora reached ~3log CFU/mL at those days,
which suggests a possible relation between microbial growth
and sensory deterioration. Based in perception of off-odor and
in calculation of microflora evolution of orange juice we can
estimate a shelf-life extension of 10 days for 10 min sonicated
samples. For 10 days of storage at 5°C we can calculate that
control reached 2.5log CFU/mL of TPC and 10 min sonicated
samples reach only 1.6log CFU/mL of TPC.

4, Conclusion

The present study was conducted to evaluate the influence
of different sonication treatments at mild temperatures on
nutritional and microbial quality of orange juice. The results
obtained in this study clearly indicated that sonication treat-
ments have good potential to improve the nutritional and
microbiological quality of orange juice. Sonication showed
general enhancement in bioactive compounds (total pheno-
lics, flavonoids, carotenoids, anthocyanins and ascorbic acid)
with significant reductions in the microbial counts. Our
results showed that ultrasound alone does not have the
power to inactivate micro-organisms reliably for purposes
of food preservation. However, ultrasound could be used in
combination with other preservation methods such as antimi-
crobial compounds, high-hydrostatic pressure, heat or heat
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and moderate static pressure to allow microbial and enzy-
matic inactivation in liquid foods.

It is expected that the results of this study might further
improve sonication treatments to be used on a pilot scale (in
food processing industries) for production of safer and high
quality juice with an extendable shelf life.
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The inactivation of Saccharomyces cerevisiae in natural orange and pomegranate juices untreated (con-
trol) and treated with mild temperature (50 °C), cinnamon leaf essential oil, thermo-ultrasound (24 KHz;
33.31 W mL™%; 30 min; 50 °C), alone or in combination, and its survival under refrigerated conditions
(5 °C, 28 days) were studied. Additionally, the maximum concentration of cinnamon leaf essential oil
accepted by consumers in both juices was determined by sensory analysis. A significant reduction in the
yeast population was obtained compared to controls. The most effective treatment to inactive yeast cells
was the combination of ultrasound and cinnamon leaf essential oil during 30 min at 50 °C, which, from
an initial population of 5.13 log cfu ml~", achieved significant 2.81 + 0.19 and 2.52 «+ 0.26 log-reductions
in natural pomegranate and orange juices respectively. During refrigerated storage (5 °C, 28 days), the S.
cerevisiae population in orange and pomegranate juices, treated with ultrasound and cinnamon leaf
essential oil at 50 °C for 30 min, decreased by 1.55 + 0.19 and 0.68 + 0.16 log respectively, while the
controls kept the yeast population without significant changes.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Fresh juices are an important source of beneficial bioactive
compounds for human beings. Orange and pomegranate juices are
highly valued by consumers for their nutritional content and
refreshing taste. Orange juice (QJ) is an important source of com-
pounds of antioxidant relevance (carotenoids, phenols and vitamin
C). The principal phenolic compounds of O] are hydroxycinnamic
acids and flavonoids (Stinco et al., 2015). Pomegranate juice (P]) is
rich in polyphenols and ascorbic acid. Pomegranate polyphenols
include flavonoids (anthocyanins), condensed tannins (proantho-
cyanidins) and hydrolysable tannins (Li et al., 2015).

Yeasts such as Saccharomyces cerevisiae, are the most important
microorganism responsible for juice spoilage in the industry and
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E-mail address: fmarin@um.es (F. Marin-Iniesta).
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produce severe economical losses (Marx, Moody, & Bermudez-
Aguirre, 2011). Thermal pasteurization is the most common
method to prolong juices shelf-life. But, heat treatments may alter
their organoleptic and nutritional properties (Soria & Villamiel,
2010). The demand of the consumers has increased the effort of
juice industry to offer products that preserve their nutritional value
through the development of technologies which cause the minimal
damage on juice composition.

Among these emergent technologies, special attention has been
paid to the application of ultrasound (UST) in beverages conser-
vation (Chemat, Huma, & Khan, 2011; Jabbar et al. 2014; Soria &
Villamiel, 2010; Tiwari, O’Donnell, Muthukumarappan, & Cullen,
2009; Tiwari, Muthukumarappan, O’Donnell, & Cullen, 2008;
Valero et al., 2007). UST at frequencies from 20 to 100 kHz causes
cavitation, resulting in a rapid creation, growth, and abrupt
breakdown of bubbles, yielding localized extremely high temper-
atures (5,500 °C) and pressures (50 MPa). Cavitation erodes the cell
wall with fine membrane fragmentation, produces disruption of
sub-cellular particles, as well as structural and functional
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components up to cell lysis, causing inactivation of enzymes and
microbial death (Guerrero, Lopez-Malo, & Alzamora, 2001a;
Guerrero, Tognon, & Alzamora, 2005; Loépez-Malo, Palou,
Jiménez-Ferndandez, Alzamora, & Guerrero, 2005b; Marx et al,,
2011; Piyasena, Mohareb, & McKellar, 2003).

Essential oils (EOs) and their components have being proposed
as natural preservatives (Tserennadmid et al., 2011; Unlu, Ergene,
Unlu, Zeytinoglu, & Vural, 2010), and have been used in milk
(Cava-Roda, Taboada, Palop, Lépez-Gomez, & Marin-Iniesta, 2012a;
Cava-Roda, Taboada-Rodriguez, Valverde-Franco, & Marin-Iniesta,
2012b), fruits (Lanciotti et al., 2004; Prakash, Singh, Mishra, &
Dubey, 2012) and fruit juices (Raybaudi-Massilia, Mosqueda-
Melgar, Soliva-Fortuny, & Martin-Belloso, 2009; Tserennadmid
et al,, 2011). Cinnamomum zeylanicum leaf EO (CLEO) is recognized
as a safe additive and it is possible to use it or their main compo-
nent (eugenol) to extend the shelf life of selected foods considering
their GRAS status (Prakash et al., 2012) and their antimicrobial
activity (Burt, 2004; Suhr & Nielsen, 2003).

UST and EOs have been assayed for their combined application
(Gastélum, Avila-Sosa, Lopez-Malo, & Palou, 2012; Guerrero et al.,
2001a; Lopez-Malo et al., 2005b), to obtain high-quality beverages
with “fresh-like” characteristics and novel functionalities
(Bevilacqua, Speranza, Campaniello, Sinigaglia, & Corbo, 2014).

The aim of this research was to study the inactivation effect of
the combined application of UST, CLEO and mild heat treatment on
S. cerevisiae in juices and its survival after treatments during 28
days of storage at 5 °C.

2. Materials and methods
2.1. Samples preparation

The oranges were harvested in a local orchard (Beniajan, Murcia,
Spain). The pomegranates were purchased at local supermarket in
Murcia (Spain). The fruits were kept at 5 °C for 1 day before juice
extraction. Damaged fruits were discarded. Fruits were washed in
cold tap water before drained. O] was obtained by squeezing (Citro
New 100 W, Solac) in aseptic conditions. To obtain PJ, the top and
bottom of the pomegranate husks were removed with a disinfected
sharp stainless steel knife to prevent microbial contamination. Af-
ter, pomegranates were cut in halves and arils were hand-separated
from the pith. Juice was immediately obtained of the arils with a
blender (Ariete Centrika metal 173) in aseptic conditions. Both
juices were pasteurized and stored at —20 °C in the dark until
treatments.

2.2. Measurement of “Brix and pH

pH was measured using a digital pH meter (pH meter 507, Cri-
son) and °Brix were measured using a refractometer (pocket PAL-1,
Atago, Japan). Measurements were performed at 25 + 0.5 °C. All
measures were carried out in triplicate.

2.3. Cinnamon leaf essential oil (CLEO)

CLEO (p = 1.0524 g ml~!; GC-FID: 74.32% eugenol, 2.98% benzyl
benzoate, nominal values) was supplied by Destilerias Munéz
Gdlvez, SA (Murcia, Spain). Following the procedure described by
Ait-Ouazzou, Espina, Garcia-Gonzalo, and Pagdn (2013), a vigorous
shaking method by stirrer (TQTECH, multipoint magnetic stirrer,
Spain) agitation was used to prepare CLEO suspension in both jui-
ces, for sensorial assessments and thermo-UST treatments.

2.4. Sensory assessment

In order to select the maximum concentration of CLEO accepted
by consumer, O] and PJ samples with different concentrations of
CLEO (0—0.65 mg/ml) were sensorially evaluated. The tests were
performed in two different days. Prior to sensory evaluation sam-
ples were refrigerated, randomly coded and served (30 ml) at 15 °C
together with bottled water without gas (Lanjarén, Spain). The
juice samples with different concentrations of CLEO were pre-
sented to panelists (n = 22) who were asked to describe differences
between samples by using a 10-point hedonic scale, where 1 means
very much disliked and 10 very much liked. A score of 5 was the
minimum threshold for samples acceptability (Walkling-Ribeiro,
Noci, Cronin, Lyng, & Morgan, 2009).

2.5. Microorganism and inocula preparation

The strain of S. cerevisiae was isolated and identified by
Valverde, Marin-Iniesta, and Calvo (2010) and kept at —80 °C in
Microbank™ vials (Pro-labo Diagnostics, Neston, Wirrall, UK).
Every two months, one of the vials was opened and the stock cul-
ture was grown in Trypticase Soy Broth (TSB; Cultimed, Barcelona,
Spain) for 24 h at 25 °C. After, it was streaked onto Standard
Methods Agar (SMA; Cultimed, Panreac Barcelona, Spain) con-
taining chloramphenicol (Ch) at 0.1 g 1! (Tournas, Stack, Mislivec,
Koch, & Bandler, 1998). The S. cerevisiae inocula were prepared by
transferring a colony obtained in SMA-Ch plates to TSB, which was
incubated for 24 h at 25 °C before being stored at —20 °C in a so-
lution of 40% TSB and 60% glycerol until use. The fresh cultures for
the experiments were made by incubating one loopful of pure
culture in TSB for 24 h at 25 °C. The inocula were standardized by
dilution in TSB until an optical density (OD) of 0.1 at 600 nm
(Nicolet Evolution 300, Thermo Electron Corporation VIS-UV
spectrophotometer) was reached to obtain a yeast concentration
0f 107 cfu ml~. The yeast populations were estimated by spreading
suitable diluted aliquots onto SMA-Ch plates, followed by incuba-
tion at 25 °C for 48 h.

2.6. Thermo-UST treatments on both juices with CLEO

Thermal and ultrasonic treatments were carried out separately
and in combination in a double-wall cylindrical vessel in which
water was circulated with a thermostatic bath (Digiterm 100,
PSelecta®) to fix temperatures close to 50 °C in the samples. A
sterile thermometer was used to measure the temperature in the
samples. UST (24 kHz; 105 um; 33.31 W ml~!; 30 min) was
continuously applied with a UP200H ultrasonic processor
(Hielscher Ultrasound Technology) using a S3 probe (Hielscher).
The effect of the ultrasonic treatment at 50 °C (30 min) was also
tested with 0.02 mg/ml of CLEO (maximum concentration accepted
by panelists). For each treatment (Table 1), a population of yeasts
(~10° cfu ml~!) was inoculated to juice samples previously heated
to the desired temperature (Gastélum et al., 2012). The viable cell
counts were determined immediately after 0, 5, 10, 15, 20, 25 and
30 min of treatment using the pouring method on SMA-Ch. Two
plates were used for each decimal dilution and were incubated at
25 °C for 48 h. All experiments were performed by triplicate.

D-values of S. cerevisiae in treated juices were calculated from
the survival curve slopes obtained by plotting the log reduction
logNo/N (where Ny is the initial microorganism concentration and
N is the surviving microorganisms) as a function of time.
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Table 1
Experimental design of the treatments in natural juices.

Samples Overall treatment duration () Temperature (50 °C) CLEO 0.02 mg/ml US (24 kHz; 105 pm; 33.31 W ml™")
Control 1 — — — —

Control 2 - - + —

S1 30 min + -

S2 30 min + + -

S3 30 min + - +

S4 30 min + —+ +

2 Samples were taken at 0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 min.

2.7. S. cerevisiae survival in treated natural orange and
pomegranate juices during storage at 5 °C (28 days)

The methodology used in this study was based on previous
works (Ferrario, Alzamora, & Guerrero, 2015; Valero et al., 2007)
slightly modified. Immediately after treatments, the replicates of
controls (Control 1, Control 2) and treated (S1, S2, S3, S4) samples
were aseptically packaged into screw-top 50-ml polypropylene
containers and they were stocked in a refrigerator at 5 °C. The
samples were analyzed after 4, 7, 11, 18, 21, 25 and 28 days of
storage at 5 °C. From previously agitated samples, 1 ml aliquots
were removed at each incubation period, decimal dilutions were
made, and counts of S. cerevisiae were performed as previously
described. Two plates were used for each dilution and were incu-
bated at 25 °C for 48 h.

2.8. Statistical analysis

A two-way analysis of variance (ANOVA) and Duncan’s test were
used for the comparison of treatment effects on S. cerevisiae. For the
sensory assessment, one-way analysis of variance was used. Sig-
nificance was defined at p < 0.05. These analyses were conducted
with the Statgraphic Plus for Windows 3.0®, version 5.0 (StatPoint,
Inc., Herndon, VA, USA).

3. Results and discussion
3.1. Sensory assessment

The sensory analysis of OJ (pH: 3.61 + 0.01; °Brix: 13.3 + 0.15)
and PJ (pH: 4.31 + 0.09; °Brix: 15.72 + 0.08) is showed in Table 2.
The samples with concentrations > 0.04 mg/ml of CLEO were
rejected by all the panelists. These observations were related with
significantly negative changes in aroma and flavour of both juices.
The maximum concentration accepted by panelists (0.02 mg/ml)
was used to study the inactivation of S. cerevisiae in both juices.

During PJ preparation, whose bright red color is due to

Table 2

anthocyanins (Tiirkyilmaz, Tagi, Dereli, & Ozkan, 2013), it was
noted a shift from red to light brown color that could be caused for
the oxidation of anthocyanins and ascorbic acid. Oxidation of
ascorbic acid produces hydrogen peroxide that may react with
anthocyanins to form undesirable breakdown products. Further-
more, anthocyanins and ascorbic acid are mutually destructive in
the presence of oxygen, and oxygen is an essential requirement in
the lost of color of anthocyanidins by ascorbic acid (Garcia-Viguera
& Bridle, 1999). During sensory analysis, a color change (from light
brown to red) in PJ with the highest concentrations of CLEO was
detected; this significant change was positively evaluated by pan-
elists (Table 2). This color change could be due to antioxidant ca-
pacity of EOs (Nuncio-Jauregui et al., 2015, chap. 76). Specifically,
CLEO antioxidant activity can be attributed to their phenolic com-
pounds as eugenol (Brewer, 2011).

3.2. Thermo-UST treatments on both juices with CLEO

Fig. 1 shows the inactivation of S. cerevisiae in O] (1a) and PJ (1b)
by application of temperature (S1), temperature with CLEO (S2),
thermo-UST (S3), and thermo-UST with CLEO (S4). All the treat-
ments lasted 30 min. In both juices, the highest inactivation was
obtained in the samples treated by combination of UST and
0.02 mg/ml of CLEO at 50 °C. This combination yielded 2.52 + 0.26
and 2.81 + 0.19 log reductions of S. cerevisiae in O] and PJ respec-
tively. In OJ, UST was the only factor with a statistically significant
effect (p < 0.05) on inactivation of S. cerevisiae at 50 °C. In PJ, UST,
CLEO and their combination (CLEO + UST) had a statistically sig-
nificant effect (p < 0.05) on inactivation of S. cerevisiae at 50 °C.

Table 3 shows the decimal reduction times (D-values) of S. cer-
evisiae at 50 °C in both juices. In O], UST had a statistically signifi-
cant effect (p < 0.05) on S. cerevisiae D-values. For O], D-values
reduction percentages at 50 °C were 21% with the application of
CLEO, 54% with the application of UST and 75% with the combi-
nation of UST and CLEO. In PJ, UST, CLEO and their combination
(CLEO + UST) had a statistically significant effect (p < 0.05) on S.
cerevisiae D-values. For P], D-values reduction percentages at 50 °C

Sensory assessment of orange (0OJ) and pomegranate (P]) juices with sub-inhibitory concentrations of CLEO (n = 22).

CLEO (mg/ml)

0 0.02 0.04 0.08 0.16 0.65

Color 0J 7.95 + 1.21° 791 + 1.11° 8.05 + 0.84° 7.86 + 1.04° 7.73 + 1.08° 7.77 + 1.07°
PJ 4.00 + 1.66% 3.86 + 2.10°° 4,68 + 1.52° 5.95 + 2.80° 6.59 + 1.94¢ 7.23 + 1.60°

Aroma 0J 8.05 + 1.43% 5.82 + 1.47° 3.68 + 2.40° 3.00 + 2.00° 1.68 + 1.99¢ 0.90 + 1.79¢
PJ 6.82 + 1.89° 5.18 + 2.02P 3.14 + 2.10° 2.68 + 2.28° 2.05 +2.10%¢ 1.10 + 1.30¢

Taste 0J 8.09 + 1.19° 5.55 + 1.14° 3.09 + 2.29° 2.55 +2.15¢ 1.45 + 2.18¢ 0.64 + 0.85¢
PJ 7.64 + 1.29° 523 + 1.88° 1.68 + 1.09¢ 1.18 + 1.10° 1.82 + 2.38% 0.41 + 0.59¢

Texture 0] 7.55 +1.18% 732 + 1.55% 7.05 + 1.56%°¢ 6.64 + 1.50%¢ 6.23 + 1.97¢ 6.09 + 2.164
P 6.23 + 1.51° 5.86 + 1.49° 6.23 + 0.87° 5.41 + 1.68° 6.23 + 1.48° 591 + 1.02°

Overall o] 8.14 + 1.25 5.64 + 1.05" 3.82 + 2.36° 2.77 +2.11¢ 1.77 + 2.00¢ 0.68 + 0.99°
P 7.50 + 1.60° 5.14 + 1.32° 2.59 + 1.37° 245 + 1.99° 1.73 + 1.91¢ 0.36 + 0.49¢

Different letters mean significantly different (P < 0.05) for each row.
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Fig. 1. Survival of S. cerevisiae in orange (a) and pomegranate (b) juices without or with CLEO and treated by thermo-US ( 4 control; B S1: 50 °C; A S2: 50 °C + 0.02 mg/ml CLEO;
[0 S3: 50 °C + US; A S4: 50 °C + 0.02 mg/ml CLEO + US). Control 1 and Control 2 did not have any difference between them.

Table 3
Decimal reduction times (D50 °C min) of S. cerevisiae in natural juices.
S1 S2 S3 S4
o) 19.27 + 4.02° 15.15 + 4.17° 11.35 + 0.48° 10.35 + 1.30°
PJ 65.36 + 7.42% 4937 + 1.93° 17.86 + 1.24¢ 10.80 + 0.77¢

Mean of 3 replications. Values followed by the different letter, in the same row, were
significantly different (p < 0.05), multiple contrast ranges (Duncan test). (S1: 50 °C),
(S2: 50 °C + 0.02 mg/ml CLEO), (S3: 50 °C + US), (S4: 50 °C + 0.02 mg/ml CLEO + US).

were 40% with the application of CLEO, 84% with the application of
UST and 97% with the combination of UST and CLEO.

The composition of juices treated by thermo-UST could affect
the inactivation of S. cerevisiae (Bermudez-Aguirre & Barbosa-

Canovas, 2012). PJ is rich in anthocyanins and tannins (Li et al.,
2015), which have antimicrobial activity (Cowan, 1999;
Puupponen-Pimia et al,, 2001; Tiirkyilmaz et al., 2013). Cowan
(1999) suggested that the antimicrobial properties of tannins
might be related to their ability to inactivate microbial enzymes
and cell envelope transport proteins or to their capacity of link with
microbial polysaccharides. The antimicrobial activity of anthocya-
nins is probably due to their ability to complex with extracellular
soluble proteins and with bacterial cell walls (Cowan, 1999;
Puupponen-Pimia et al., 2001). Thus, when we combined UST and
CLEO at 50 °C, as well as the presence of tannins and anthocyanins
in the PJ, all these factors would act synergistically in the inacti-
vation of S. cerevisiae, and we obtained a higher log reduction in PJ
than in O]J.
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The combination of UST with heat (35—60 °C) at different wave
amplitudes (71-1071 pm), W ml~! values (0.33—167.72) and
treatment time (10—200 min), improves the inactivation of S. cer-
evisiae and fungi spores (Aspergillus flavus and Penicillium dig-
itatum) getting smaller D-values (from 78.7 min to 2.0 min). The
inactivation of fungi spores is even greater in the presence of
vanillin (0.5 mg/ml) during thermo-UST, resulting in lower D-
values (from 78.7 to <0.5 min) (Ciccolini, Taillandier, Wilhem,
Delmas, & Strehaiano, 1997; Guerrero et al., 2001a; Lépez-Malo,
Guerrero, & Alzamora, 1999; Lépez-Malo et al., 2005b). Our re-
sults are in according with previous authors, because we obtained
the lowest D-values in both juices when we combined 50 °C, CLEO
and UST.

There are few data on inactivation of S. cerevisiae by thermo-UST
in juices, because the most of the researches has been done in
culture broth (Ciccolini et al., 1997; Guerrero et al., 2001a, 2005;
Luo, Schmid, Grbin, & Jiranek, 2012; Lépez-Malo et al., 1999,
2005b; Marx et al., 2011). The effect of UST combined with mild
temperatures (20—44 °C) at different wave amplitudes
(20—120 pm), acoustic energies (max. 600 W) and times
(10—30 min) in juices inoculated with different strains of S. cer-
evisiae (10°—10° log cfu ml~!) have been studied and log reductions
ranged between 1 and 2.5 were achieved (Lopez-Malo, Guerrero,
Santiesteban, & Alzamora, 2005a; Zinoviadou et al, 2015).
Bermudez-Aguirre and Barbosa-Canovas (2012) studied the inac-
tivation of S. cerevisiae (107 log cfu ml~') under thermo-UST
(24 kHz, 400 W, 120 pm, 10 min; 40 °C, 50 °C, 60 °C) in commer-
cial juices and obtained ~1.2 log reductions in continuously soni-
cated pineapple juice at 50 °C. Our results agree with previous
authors: when we applied UST at 50 °C we obtained 2.30 and 1.59
log reductions in O] and PJ respectively.

According with bibliography, the use of natural antimicrobials
has been highly effective for enhancing the lethal UST effect on
bacteria in juices. Ferrante, Guerrero, and Alzamora (2007) studied
the combined use of UST (600 W, 20 kHz, 95.2 um) at 45 °C and
antimicrobials (vanillin and/or citral) to inactivate Listeria mono-
cytogenes (~108 cfu ml~1) in OJ (pH3.5) and achieved ~2.8 log re-
ductions in OJ treated by UST (30 min), ~3.4 log reductions by
combination of UST and 1.5 mg/ml of vanillin (15 min) and ~6 log
reductions by combination of UST + 0.1 mg/ml citral + 1.5 mg/ml
vanillin (7 min). Our results agree with previous authors, because
when we treated both juices with UST at 50 °C, we obtained 2.30
and 1.59 log reductions in OJ and PJ respectively, and when we
applied in UST + 0.02 mg/ml of CLEO at 50 °C, we obtained 2.52 and
2.81 log reductions in O] and PJ respectively. It important noted
that, unlike previous authors, the concentration of EO used in our
study (0.02 mg/ml) has no negative sensorial effect on the juices.

Our results suggest that the combination of UST, mild temper-
ature and CLEO would have a synergistic effect on the inactivation
of S. cerevisiae in both juices. The mechanism of action of EOs and
UST on microbial membrane and wall has been explained by
different authors. The cell membrane is the primary target of
bioactive compounds of plant extracts (Lanciotti et al., 2004), and
phenolic compounds, which have a lipophilic nature, could accu-
mulate in the lipid bilayer of the cell membrane, disturbing and
sensitizing the membrane to UST action (Brul & Coote, 1999). Also
the cavitation generated by UST could improve the antimicrobial
action of EOs by weakening the microbial and yeast cell walls
(Ferrante et al., 2007; Lanciotti et al., 2004).

The principal constituent of CLEO used in this study was eugenol
(74.32% nominal value); a similar composition and percentage were
found by Suhr and Nielsen (2003). The main antimicrobial activity
of CLEO could be attributed to eugenol which has an aromatic
nucleus and —OH group that are reactive with —SH groups in the
active sites of enzymes, causing its inactivation (Sukatta,

Haruthaithanasan, Chantarapanont, Dilokkunanant, & Suppakul,
2008). Other authors (Bennis, Chami, Chami, Bouchikhi, &
Remmal, 2004) concluded that antifungal activity of eugenol in-
volves alterations of both membrane and cell wall of S. cerevisiae.
Darvishi, Omidi, Bushehri, Golshani, and Smith, (2013) reported
that eugenol interferes with transporters responsible for uptake of
aromatic and branched-chain amino acids across the S. cerevisiae
cytoplasmic membrane.

Zinoviadou et al. (2015) informed that the antimicrobial
mechanism of action of UST is based on the formation of reactive
species and free radicals, as well as on cavitation. The cavitation
effect depends on liquid properties (vapour pressure, surface ten-
sion, viscosity) and can be diminished with larger amplitudes
(Ciccolini et al. 1997; Luo et al., 2012; Lépez-Malo et al., 1999); and
an increase in temperature above 50 °C reduces the intensity of
cavitation (Lopez-Malo et al., 1999) affecting microbial inactivation
(Ferrante et al., 2007). The lethality of UST depends on wave
amplitude, intensity, power and temperature (Guerrero et al.,
2001a; Loépez-Malo et al., 1999; Lépez-Malo et al., 2005b) and
thermo-UTS provoked wall rupture or fragmentation, and cyto-
logical disruption of organelles (Guerrero et al., 2001a, 2005). The
inactivation effect of UST combined with antimicrobials has been
reported to depend on the nature of antimicrobial agent and its
concentration, culture media, pH, aw, amplitude, UST power and
microorganism (Bevilacqua et al., 2014; Ferrante et al, 2007;
Gastélum et al., 2012; Guerrero, Tognon, & Alzamora, 2001b;
Guerrero et al., 2005; Lépez-Malo et al., 20053, 2005b).

Our results agree with the later authors because when we
combined temperatures close to 50 °C, CLEO and UST, we obtained
the highest log reduction in both juices, and we also detected that
the inactivation depended on the composition and physico-
chemical properties of both studied juices.

3.3. S. cerevisiae survival in treated juices during 28 days of storage
at5°C

Fig. 2 shows the evolution of surviving cells along refrigerated
storage (5 °C, 28 days) in controls and treated samples, which were
kept under refrigeration after applying treatments. At “time 0”
there are the counts obtained at the end of the different treatments
applied in section 2.6 (Fig. 1). The two factors (UST, CLEO) and their
combination (UST + CLEO) at 50 °C had a significant effect on S.
cerevisiae survival in both juices. Control samples kept the yeast
population without significant changes in the refrigerated storage
for 28 days at 5 °C. The lowest counts were obtained in OJ (2a) and
PJ (2b) samples treated by combination of UST and 0.02 mg/ml
CLEO at 50 °C and kept at 5 °C. During this period, while samples S1,
S2 and S3 kept similar levels of yeast population without significant
changes in both juices, sample S4 treatment (50 °C + UST +
0.02 mg/ml CLEO) significantly decreased the population of yeast in
the OJ throughout the entire storage period. But for PJ, the same
effect was not observed, because there was an increase in the count
of S. cerevisiae on day 4, followed by a decrease at the end of the
refrigerated storage period. Concretely, the S. cerevisiae population
in OJ and PJ samples, treated with UST and CLEO at 50 °C for 30 min,
decreased 1.55 + 0.19 and 0.68 + 0.16 log respectively at the end of
the refrigerated storage. The difference in S. cerevisiae population
between the controls and the treated S4 samples was of 2.54 and
2.57 log in O] and PJ respectively. Under our experimental condi-
tions, the combination of 0.02 mg/ml of CLEO and USTat 50 °C had a
significant effect on S. cerevisiae inactivation and survival in both
juices. Few reports are available in the literature about the evolu-
tion of S. cerevisiae in juices with EOs treated by thermo-UST and
kept under refrigerated storage. Ferrario et al. (2015) determined
that the combination of UST + 20s pulsed light at 44 + 1 °C (10 min)
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Fig. 2. Evolution of S. cerevisiae cells in orange (a) and pomegranate (b) juices kept under refrigeration (28 days, 5 °C) (# control; l S1: 50 °C; A S2: 50 °C + 0.02 mg/ml CLEO; O
S3: 50 °C + US; A S4: 50 °C + 0.02 mg/ml CLEO + US). Control 1 and Control 2 did not have any difference between them.

led to 3.6 log reductions of S. cerevisiae inoculated in apple juices,
but after 15 days of storage at 5 °C, the population was able to
recover 1.1 log-cycles. Valero et al. (2007) determined that refrig-
erated storage at 5 °C was not effective in controlling the growth of
mesophilic aerobic and fungi up to 42 days of storage in O] sub-
jected to UST.

According with our results, the combination of CLEO, thermo-
UST and composition of juices have a positive effect on control of
S. cerevisiae during refrigerated storage. The bibliography shows
that CLEO and UST would weak the membrane and wall cell (Brul &
Coote, 1999; Ferrante et al., 2007) and CLEO active components
could penetrate into cell and improve their antimicrobial action
during refrigerated storage. Regarding bioactive components of
juices, the bibliography shows that long storage at 5 °C of com-
mercial PJs negatively affected the contents of anthocyaninins with
diminution of ~15% (Nuncio-Jauregui et al., 2015) and that UST
treatment (20 kHz, 100 W, 50% duty cycle, 15 min, <30 °C) and
refrigerated storage (10 weeks, 4 °C) preserved the total phenolic
and antioxidant activity of juices during storage respect to un-
treated or pasteurized control samples (Khandpur & Gogate, 2015).
Differences in composition and stability of antimicrobial com-
pounds, as anthocyanins, could explain that after treatments and at
the end of the refrigerated storage, we obtained different counts in
0] and PJ samples subjected to different treatments (controls, S1,
S2, S3 and S4) and kept at 5 °C for 28 days.

4. Conclusions

In the treatments tested, we have achieved effective inactivation
of S. cerevisiae with a concentration of CLEO in the juices (0.02 mg/
ml) accepted by consumers. The highest inactivation of S. cerevisiae
was achieved in samples treated by combination of UST + 0.02 mg/
ml CLEO at 50 °C. Compared to the control treatment at 50 °C, the
combined treatment of UST + CLEO + 50 °C obtained a D-value
reduction of 75% for O] and 97% for P]. The surviving cells of S.
cerevisiae in samples treated by combination of UST + 0.02 mg/ml
CLEO at 50 °C decreased in comparison with the others treatments
during refrigerated storage, which kept the survivor population
without significant changes during this period. The S. cerevisiae
inactivation rate in the juices and later survival in refrigeration
could depend on pH and bioactive components, as anthocyanins
and tannins, of the juices. Additional research is needed to under-
stand the effect of bioactive components of juices in yeast inacti-
vation and its survival during refrigerated storage.
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