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Resumen

En este trabajo se estudian las caracteristicas intrinsecas de un reactor de ultravioleta de
onda corta (UVC; Patente n° 2 965 766 B2) y como éstas influyen en cuatro matrices
alimentarias liquidas de pH neutro con diferentes coeficientes de absorcion (254 nm).
Las matrices testadas en este trabajo han sido las siguientes: leche entera, leche
desnatada, licuado de soja y té verde. Las matrices fueron inoculadas con esporas de
Bacillus subtilis y otros microorganismos segun tratamiento y matriz. Ademas, se
ensayd la combinacion de los tratamientos de UVC con tratamientos de UHPH o
diferentes rangos de temperaturas (4, 20 y 55 °C) del reactor UVC para poder evaluar el
posible efecto sinérgico, aditivo o complementario del uso de las dos tecnologias
(UHPH-UVC) de procesado.

Los tratamientos se contrastaron frente a esporas de B. subtilis que fueron inoculadas en
leche entera, leche desnatada, licuado de soja y té verde hasta asegurar una
concentracion inicial de entre 5,5 y 6,0 log UFC/mL. Una vez inoculadas, las matrices
se sometieron a radiacion UVC con 3 tipos de tratamientos UVC (T1, T2 y T3) basados
en la velocidad del paso de la matriz por el rector, en un rango de dosis de 10 a 160
JimL. Los tratamientos T1 mosttraron, en general, un bajo nivel de eficacia. Los
mejores resultados se reportaron con el tratamiento T3 a una dosis de 160 J/mL, donde
en todos los casos la letalidad de las esporas de B. subtilis fue igual o superior de 5 log,
aunque se reportaron diferencias significativas (p < 0,05) entre el té verde y las otras 3
matrices testadas.

Las conidiosporas de Aspergillus niger fueron inoculadas en té verde y licuado de soja.
En este caso, se reporté como el microorganismo mas resistente de todos los testados
donde ni con el tratamiento T3 a la maxima dosis (160 J/mL) se llegaron a reducir 5 log
UFC/mL. No obstante, a igualdad de dosis, para el tratamiento T1 no se consiguid
llegar a 1 log de reduccidn en el licuado de soja.

Con respecto a las células vegetativas, Escherichia coli fue inoculada en licuado de soja
y té verde mostrando una mayor sensibilidad a los tratamientos por UVC que los
microorganismos esporulados, ya que con 120 J/mL se alcanzaron los 5 log UFC/mL de
reduccion con el tratamiento T3. En el caso de inocular E. coli en té verde, se alcanzo el
mismo nivel de reduccion pero con solo aplicar 10 J/mL con el tratamiento T3, ademas
las diferencias entre los tratamientos T1 y T2 no fueron tan evidentes. También se
inoculd Listeria monocytogenes en licuado de soja y té verde, en este caso mostré la

mayor sensibilidad de todos los microorganismos testados, ya que con en el licuado de



Resumen

soja solo se necesitaron 80 J/mL para conseguir una reduccion de 5 log UFC/mL con el
tratamiento T3. Aun asi con el tratamiento T1 no se consigui6 llegar a 1 log UFC/mL de
reduccion ni con la dosis mas elevada (160 J/mL). Cuando se inocul6 L. monocytogenes
en té verde se observaron posibles efectos antilisterianos presentes de manera natural en
el té verde.

De esta manera, debido a las diferencias significativas (p < 0,05) entre los tratamientos
T1, T2 y T3, a pesar de utilizar la misma dosis UVC, se ha intentado describir un
fendmeno aplicable a las matrices con un coeficiente de absorcion (254 nm) elevado, a
partir del cual a igualdad de dosis aplicada se consigan valores de letalidad mas
elevados al aumentar el nimero de pases o valor NET.

Cuando se utilizo el equipo UHPH para tratar las conidiosporas de A. niger con 200
MPa a 20 °C y a 60 °C inoculadas en licuado de soja, se consiguié una reduccién
logaritmica total de este microorganismo. Para las esporas de B. subtilis inoculadas en
licuado de soja a diferentes presiones (100 — 200 MPa) y a diferentes temperaturas (20 —
60 °C) no se mostraron reducciones significativas y lo mismo ocurrié cuando se
inocularon las mismas esporas en leche entera y desnatada y se traté a 200 MPa a 60 °C.
Al combinar tratamientos UHPH y UVC tanto para las conidiosporas de A. niger
inoculadas en licuado de soja como las esporas de B. subtilis inoculadas en licuado de
soja, leche entera y leche desnatada, no se observo efecto sinérgico y en el caso de la
leche desnatada, se reportaron letalidades menores al tratar a posteriori con radiacién
UVC. Solo en el caso de tratar primero el licuado de soja y la leche entera con UHPH a
200 MPa y 60 °C y seguidamente tratar las muestras en el reactor UVC con los
tratamientos T2 y T3, se observd un ligero efecto aditivo entre los tratamientos
combinados.

Cuando se combiné la temperatura (4, 20 y 55 °C) durante los tratamientos UVC
realizados con té verde inoculado con esporas de B. subtilis no se observo ningun efecto

sinérgico o aditivo en la letalidad del microorganismo.
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Resum

En aquest treball s'estudien les caracteristiques intrinseques del un reactor d’ultravioleta
de ona curta (UVC; Patent n® 2 965 766 B2) i com aquestes influeixen en les diferents
matrius alimentaries liquides de pH neutre amb diferents coeficients d'absorcio (254
nm). Les matrius testades en aquest treball han estat les segients: llet sencera, llet
desnatada, liquat de soja i te verd inoculades amb espores de Bacillus subtilis i altres
microorganismes segons tractament i matriu. A més, es combinen els tractaments de
UVC amb tractaments d'UHPH o diferents rangs de temperatures (4, 20 i 55 © C) del
reactor UVC per poder avaluar el possible efecte sinérgic, additiu o complementari de

I's de dues tecnologies (UHPH-UVC) de processat.

Les espores de B. subtilis van ser inoculades en llet sencera, llet desnatada, liquat de
soja i te verd fins assegurar una concentracio inicial d'entre 5,5 i 6,0 UFC/mL log per
després sotmetre-les a radiacié UVC amb 3 tipus de tractaments (T1, T2 i T3) en un
rang de dosis de 10 a 160 J/mL. Els millors resultats es van reportar amb el tractament
T3 a una dosi de 160 J/mL on en tots els casos la letalitat de les espores de B. subtilis va
ser igual o superior de 5 log UFC/mL, tot i que es van reportar diferéncies significatives

(p <0,05) entre el te verd i les altres 3 matrius testades.

Les conidiospores d'Aspergillus niger van ser inoculades en te verd i liquat de soja. En
aquest cas, es va reportar com el microorganisme més resistent de tots els testats on ni
amb el tractament T3 a la maxima dosi (160 J/ml) es van arribar a reduir 5 log UFC/mL,
tot i que a igualtat de dosi, per al tractament T1 no va aconseguir arribar a 1 log de

reduccio en el liquat de soja.

Pel que fa a les cel-lules vegetatives, Escherichia coli va ser inoculada en liquat de soja
i te verd on va mostrar una major sensibilitat als tractaments per UVC que els
microorganismes esporulats, ja que amb 120 J/mL es va arribar als 5 log UFC/mL de
reduccié amb el tractament T3. En el cas d'inocular E. coli a te verd, es va assolir el
mateix nivell de reduccié pero amb només aplicar 10 J/mL amb el tractament T3 i les
diferéncies entre els tractaments T1 i T2 no van ser tan evidents. Tambe es va inocular
L. monocytogenes en liquat de soja i te verd, en aquest cas va mostrar la major
sensibilitat de tots els microorganismes testats ja que amb al liquat de soja només es van
necessitar 80 JJmL per aconseguir una reduccié de 5 log UFC/mL amb el tractament T3
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tot i que amb el tractament T1 no es va aconseguir arribar a 1 log UFC/mL de reduccio
ni amb la dosi més elevada (160 J/mL). Quan es va inocular Listeria monocytogenes en
te verd es van observar possibles efectes antilisterians presents de manera natural en el

te verd.

D'aquesta manera, a causa de les diferéncies significatives (p < 0,05) entre els
tractaments T1, T2 i T3 tot i utilitzar la mateixa dosi UVC, s'’ha intentat descriure un
fenomen aplicable a les matrius amb un coeficient d'absorcié (254 nm) elevat, a partir
del qual a igualtat de dosi aplicada s'aconsegueixin valors de letalitat més elevats en

augmentar el nombre de passos o valor NET.

Quan es va utilitzar I'equip UHPH per tractar les conidiospores d'A niger amb 200 MPa
a 20 °C i a 60 °C inoculades en liquat de soja, es va aconseguir una reduccio logaritmica
total d'aquest microorganisme. Per a les espores de B. subtilis inoculades en liquat de
soja a diferents pressions (100-200 MPa) i a diferents temperatures (20-60 °C) no es van
mostrar reduccions significatives i el mateix va passar quan es van inocular les mateixes

espores en llet sencera i desnatada i es va tractar a 200 MPa a 60 °C.

En combinar tractaments UHPH i UVC tant per a les conidiospores d'A niger
inoculades en liquat de soja com les espores de B. subtilis inoculades en liquat de soja,
llet sencera i llet desnatada, no es va observar efecte sinérgic i en el cas de la llet
desnatada, es van reportar letalitats menors en tractar a posteriori amb radiacié6 UVC.
Només en el cas de tractar primer el liquat de soja i la llet sencera amb UHPH a 200
MPa i 60°C i seguidament tractar les mostres al reactor UVC amb els tractaments T2 i

T3, es va observar un lleuger efecte additiu entre els tractaments combinats.

Quan es va combinar la temperatura (4, 20 i 55 ° C) durant els tractaments UVC
realitzats amb te verd inoculat amb espores de B. subtilis no es va observar cap efecte

sinergic o additiu en la letalitat del microorganisme.
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Abstract

In this project, the characteristics of the shortwave ultraviolet reactor (UVC: Patent n° 2
965 766 B2) were studied and how these influence the different liquid food matrices of
neutral pH with different absorption coefficients (254 nm). The matrices tested in this
thesis have been the following: whole milk, skimmed milk, soymilk and green tea
inoculated with spores of Bacillus subtilis and other microorganisms according to
treatment and matrix. In addition, UVC treatments were combined with UHPH
treatments or different temperature ranges (4, 20 and 55°C) of the UVC reactor to
evaluate the possible synergic, additive or complementary effect of the use of two
technologies (UHPH-UVC).

The spores of B. subtilis were inoculated in whole milk, skimmed milk, soymilk and
green tea until an initial concentration of between 5.5 and 6.0 log CFU/mL was
confirmed. Then they were subjected to UVC radiation with 3 types of treatments (T1,
T2 and T3) in a dose range of 10 to 160 J/mL. The best results were reported with the
T3 treatment at a dose of 160 J/mL where in all cases the lethality of B. subtilis spores
was equal to or greater than 5 log CFU/mL, although significant differences were
reported (p < 0.05) between green tea and the other 3 tested matrices.

The conidiospores of Aspergillus niger were inoculated in green tea and soymilk. In this
case, it was reported as the most resistant microorganism of all the tested ones where
even with the T3 treatment at the maximum dose (160 J/mL) they were reduced to 5 log
CFU/mL. When an equal dose was used with the T1 treatment it did not reach 1 log of
reduction in soymilk.

In relation to vegetative cells, Escherichia coli was inoculated in soymilk and green tea
where it showed a greater sensitivity to UVC treatments than sporulated
microorganisms, since with 120 J/mL the 5 log reduction was achieved with the T3
treatment. In the case of inoculating E. coli in green tea, the same level of reduction was
reached but with only applying 10 J/mL with the T3 treatment, the differences between
the treatments T1 and T2 were not so evident either. Listeria monocytogenes was also
inoculated in soymilk and green tea, in this case it showed the highest sensitivity of all
the microorganisms tested; only 80 J/mL was needed in the soymilk to achieve a 5 log
CFU/mL reduction with the T3 treatment, even though with the T1 treatment it was not
possible to reach 1 log CFU/mL of reduction or with the highest dose (160 J/mL). When
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L. monocytogenes was inoculated into green tea, possible antilisterial effects naturally
occurring in green tea were observed.

In this way, due to the significant differences (p < 0.05) between treatments T1, T2 and
T3 despite using the same UVC dose, an attempt has been made to describe a
phenomenon applicable to matrices with an absorption coefficient (254 nm) high, from
which, with the same applied dose, higher lethality values were obtained by increasing
the number of passes or NET value.

When the UHPH equipment was used to treat A. niger conidiospores with 200 MPa at
20°C and at 60°C inoculated in soymilk, a total logarithmic reduction of this
microorganism was achieved. For the spores of B. subtilis inoculated in soymilk at
different pressures (100 - 200 MPa) and at different temperatures (20 - 60 °C) no
significant reductions were observed and the same happened when the same spores
were inoculated in whole and skimmed milk and treated at 200 MPa at 60 °C.

By combining UHPH and UVC treatments for both conidiospores of A. niger inoculated
in soymilk and spores of B. subtilis inoculated in soymilk, whole milk and skimmed
milk, no synergistic effect was observed and for skimmed milk minor lethalities were
reported when treated a posteriori with UVC radiation. Only when soymilk and whole
milk were treated with UHPH at 200 MPa and 60 °C first and then treating the samples
in the UVC reactor with the treatments T2 and T3, a slight additive effect was observed
between the combined treatments.

When the temperature was combined (4, 20 and 55 ° C) during the UVC treatments
carried out with green tea inoculated with B. subtilis spores, no synergistic or additive
effect on the lethality of the microorganism was observed.
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uvB Radiacién ultravioleta de tipo B

uvC Radiacion ultravioleta de tipo C

w Vatio

um Micrometro o micra
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l. INTRODUCCION

En los proximos 30 afios se prevé que la poblacion mundial alcanzara los 10 mil
millones de habitantes (Misra, Schliter y Cullen, 2016), por lo que es necesario crear
nuevos enfoques en la produccion y procesamiento de los alimentos. Cabe afiadir que, a
nivel mundial, un tercio de los alimentos se pierde en alguna etapa de su produccion,
procesamiento o transformacion y a lo largo de su vida util (Galankis, 2015). Por este
motivo, tanto por parte de la industria alimentaria como por los centros de
investigacion, se estan destinado grandes esfuerzos en mejorar las estrategias,
herramientas y tecnologias en el ambito de la conservacion, seguridad y calidad

alimentaria.

En la Union Europea, la industria alimentaria es la principal actividad de la industria
manufacturera, con un valor superior a los 1.109.000 millones de euros y con un
incremento anual de entre un 0,8 y un 1% (Subdireccion General de Fomento Industria
e Innovacion, 2015). En Espafia, las industrias dedicadas al sector alimentario
constituyen, segun el estudio de Estadistica Estructural de Empresas del Instituto
Nacional de Estadistica (Subdireccion General de Fomento Industria e Innovacion,
2015), la primera rama del sector industrial aportando al pais un valor de 118.681,8
millones de euros, que representa un 23,5% del total del sector industrial. Por otra parte,
el consumidor es cada vez mas exigente respecto a la oferta que ofrece la industria
alimentaria; productos frescos, innovadores, sin aditivos, de facil consumo y
minimamente procesados, pero sin perder sus propiedades organolépticas originales.
Ademas, la mitad de la poblacion espafiola manifiesta una preocupacion respecto a su

salud y a la manera que se esta alimentando (Fundacion Daniel y Nina Carasso, 2017).

A pesar de los grandes avances en la mejora y creacién de nuevos productos, en la
Primera Conferencia Internacional sobre la inocuidad alimentaria organizada por la
FAO, se declararon que a nivel mundial hay 600 millones de casos anuales de
enfermedades transmitidas por los alimentos (WHO, 2015). Por lo tanto, para la
inocuidad alimentaria, es esencial el concepto “de la granja a la mesa” donde el
desarrollo de nuevas tecnologias de procesado deben asegurar la eliminacion, reduccion
o control de la microbiota patdgena o alterante de los alimentos y de las superficies de

contacto.
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En estas ultimas décadas, para poder dar soluciones alternativas a la situacion expuesta
anteriormente, se incrementaron los esfuerzos en investigar nuevas técnicas de
procesado. Esta tendencia se demuestra con el aumento paulatino en el ndmero de
publicaciones relacionadas con la aplicacion de nuevas tecnologias de procesado,
especialmente en aquellas que utilizan mecanismos de inactivacion no térmica (Figura
1). Las tecnologias no térmicas se basan en la apliacion de energia mecénica, eléctrica,
presion o electromagnética para poder conseguir el mismo objetivo a la clésica

transferencia de calor (Tabla 1).

60000

50000

lones

40000

30000

20000

namero de publicac

10000

2000-2004 2005-2009 2010-2012 2013-2015 2016-2018
Afos de publicacion

Figura 1: Evoluciéon del nimero de publicaciones relacionadas con la aplicacion de
tecnologias no térmicas en la industria alimentaria (Adaptado de Rezek Jambrak et al.
2018).
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Tabla 1: Resumen de las diferentes técnicas de procesado y sus mecanismos

fundamentales de inactivacién microbiana.

Método de
inactivacion

Fundamento

Tecnologia

Inactivacion por
temperatura

Transferencia térmica

Energia electromagnética

Energia eléctrica

Pasteurizacién

Esterilizacion
Calor por infrarrojo

Calor por microondas
Calor por radiofrecuencia

Calor 6hmico

Calor por conduccion

Inactivacion no
térmica

Energia electromagnética

Campos eléctricos

Presion

Energia eléctrica o
electromagnética

Energia mecéanica

Irradiacion
Luz UV
Pulsos eléctricos
Ultrasonidos

Campos eléctricos pulsados de
alta intensidad

Alta presion hidrostatica

Plasma frio

Ultra homogenizacién por alta
presion

Las tecnologias no térmicas engloban todos los tratamientos de preservacion que son

efectivos a temperaturas ambiente, minimizando asi los efectos negativos de los

tratamientos térmicos en los parametros nutricionales y de calidad de los alimentos. Un

valor adicional de estas tecnologias de procesamiento no térmico es que permiten

reducir la huella de carbono, el tiempo de tratamiento, el consumo de energia y la

cantidad de agua utilizada por la industria alimentaria (Koutchma, 2014). Estos

tratamientos cobran afio a afio mas relevancia, tal como se observa en el esquema
historico de la Figura 2 (Misra et al. 2016).
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Figura 2: Cronograma de algunos hitos en el desarrollo de tecnologias térmicas y no

térmicas en la industria alimentaria. Adaptacion de Misra et al. (2016).

Para poder situar al lector con la variedad de nuevas tecnologias de procesado existentes

a dia de hoy, a continuacion, se describiran brevemente algunas de las principales:

1. Tecnologias térmicas

De manera general, el uso de esta tecnologia se basa en aplicar una temperatura durante
un espacio de tiempo para poder eliminar y/o reducir un namero concreto de
microorganismos que pueden estar presentes en los alimentos, asi como la inactivacion
de algunos procesos bioquimicos o enzimaticos, para asi preservar y extender su vida
atil. Los tratamientos térmicos mas utilizados para eliminar o reducir los
microorganismos en los alimentos son principalmente la pasteurizacion y la
esterilizacion.

Al ser tecnologias ampliamente estudiadas, se han establecido diferentes parametros,
como el valor D y Z, para calcular el calor necesario para poder eliminar una cierta
concentracion en un espacio de tiempo determinado, definido como Tiempo de
Destruccion Térmica (TDT). El valor D se define como el tiempo necesario que hay que

aplicar a la matriz a una temperatura especifica para poder reducir el 90% de la
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concentracion microbiana. Conociendo el nimero de células al inicio del tratamiento
(No), y el nimero final de células supervivientes (Nx) después de aplicar el tratamiento
durante un tiempo determinado (t) una temperatura determinada (T) se puede calcular el

valor D a la temperatura T (Ecuacion 1).

t

T= No .,
log("®/ny) Ecuacion 1

De esta manera, se pueden obtener diferentes valores D segun la temperatura del
tratamiento, el microorganismo y la matriz que se esté procesando. Una vez obtenidos
diferentes valores D a diferentes temperaturas, se puede calcular el valor Z del
tratamiento, que se define como la temperatura (expresada en °C) que habria que
incrementar en el tratamiento térmico para que el valor D se reduzca a la décima parte,
tal como puede observarse en la Ecuacion 2, donde AT expresa el incremento de
temperatura, D1 y D> los valores D obtenidos a dos temperaturas diferentes de

tratamiento (tz, t2).
AT

= —D »
log("**/p,,) Ecuacion 2

Tanto el valor D como el valor Z varian dependiendo del microorganismo, presentando
las esporas valores D mucho mas altos que las células vegetativas. Una de las matrices
donde maés se ha estudiado la aplicacion de tratamientos térmicos y los valores D y Z es

la leche, tal como puede observarse en las Tablas 2 y 3.
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Tabla 2: Parametros cinéticos de inactivacion de microorganismos en leche descritos

por diferentes autores.

Microorganismo Temperatura D Z Referencia
(°C) (minutos) (°C)
62,8 0,13 4,6  Walstra et al. (1999)
Escherichia coli
60 1,5 6,9 Toledo, (2006)
65 0,1 6,6 Walstraetal. (1999)
Listeria monocytogenes
60 2,03 55 Toledo, (2006)
Bacillus cereus 95 1,8 9,4 Roberts et al. (1996)
Esporas de B. cereus 121 55 9,5 Walstraetal. (1999)

Tabla 3: Tratamientos térmicos mas utilizados en leche.

Tratamiento

Temperatura (°C) Tiempo

Termizacion

Pasteurizacion LTLT (Low Temperature Long
Time)

Pasteurizacion HTST (High Temperature Short
Time)

Ultra pasteurizacién
Esterilizacion en envase (en continuo)

Ultra High Temperature (UHT)

63-65

63-65

72-75

125-138

115-120

135-140

15-30s

30 min

15-20 s

2-4s

20-30 min

2-4s

Las tecnologias de intercambio térmicos han sido tradicionalmente las mas utilizadas

desde hace afos, pero hay ciertas tecnologias consideradas emergentes que también

usan la energia térmica para inactivar microorganismos y/o enzimas, entre ellas cabe

destacar:
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1.1.Calentamiento 6hmico

El fundamento de esta tecnologia se basa en el uso de corrientes eléctricas de muy baja
frecuencia (de 50 a 60 Hz) a través del alimento, calentdndolo de manera muy répida y
uniforme en comparacion con otras tecnologias (Sastry, 2008). Debido a estas
caracteristicas, estos tratamientos tienen ventajas que repercuten directamente en una
mayor calidad del producto en comparacion a las tecnologias clasicas de procesado
térmico, en las que la transferencia de calor, al ser mas lenta, afectan a las
caracteristicas organolépticas del producto (Knirsch et al. 2010). Esta tecnologia es
relevante en alimentos en los que, por sus caracteristicas o composicion, la aplicacion
de los métodos térmicos convencionales presenta dificultades para obtener un
intercambio de calor 6ptimo (Sastry, 2008). En su efecto de inactivacion microbiana se
observd que la letalidad de Streptococcus thermophilus en leche fue mayor que
mediante procesos de calentamiento convencional (Sun et al., 2008). Se ha determinado
que ademas de la inactivacion debida al efecto térmico, también existen otros efectos no
térmicos sobre las células bioldgicas, como son la electroporacion, que explicarian su

mayor eficacia (Sastry, 2008).

1.2.Calentamiento por infrarrojo

Las matrices alimentarias, al ser sometidas a longitudes de onda de entre 0,78 a 1000
um, correspondientes a la radiacion infrarroja (Figura 3), absorben toda su energia
originando vibraciones mecéanicas entre los diferentes enlaces de las moléculas,
provocando una friccidn elevada entre ellas, aumentado asi la temperatura. Las ventajas
de esta tecnologia se basan en el rapido calentamiento en comparacion con los
tratamientos térmicos convencionales, lo que repercute en una mejor eficiencia
energética de la tasa de transferencia y flujo de calor, lo que permite ahorrar tiempo y
aumentar la velocidad de la linea de produccion (Krishnamurthy et al. 2008). Sin
embargo, esta tecnologia tiene poca capacidad de penetracion, por lo que no es posible
su aplicacién en matrices muy opacas o con alta turbidez (Sawai et al. 1996), siendo
solo aplicable para la descontaminacion de superficies o de alimentos listos para su

consumo pre o0 postenvasados.
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Figura 3: Representacion esquematizada del espectro electromagnético con sus

correspondientes variables.

1.3.Procesamiento por campos eléctricos de microondas y de radiofrecuencia

La tecnologia de las microondas cubre desde los 300 MHz hasta los 300 GHz del
espectro electromagnético (Figura 3), pero para su aplicacion en la industria
alimentaria solo se permite el uso de las frecuencias comprendidas entre los 915 MHz y
2450 MHz, para evitar interferencias con los sistemas de telecomunicaciones (Moreno-
Vilet, Hernandez-Hernandez y Villanueva-Rodriguez, 2018). A estas longitudes de
onda se crea un campo magnético alterno, provocando un movimiento aleatorio entre
las moléculas polares que provoca un cambio de su orientacion, de hasta 2,45 billones
de veces por segundo, lo que genera una gran friccion entre ellas, y en consecuencia,
calor (Menéndez et al. 2010).

A nivel doméstico, en la que se aplican frecuencias de 2450 MHz, es una de las
tecnologias de recalentamiento y coccion de alimentos sélidos, semisélidos y liquidos
mas utilizadas por su practicidad, alta velocidad de calentamiento y menor consumo de
energia, comparado con los métodos térmicos convencionales, repercutiendo asi en una
mejor calidad organoléptica de los alimentos (Bornhorst et al. 2017). A nivel industrial,
no obstante, la falta de uniformidad del producto causa diferencias en la sensibilidad a

las radiaciones lo que provoca que se generen puntos de sobrecalentamiento. Ademas,

8
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tiene una reducida capacidad de penetracion (Tang, 2015), lo que influye de manera
negativa en la calidad y seguridad del producto, acortando significativamente la vida
util del producto (Xuan et al. 2017).

Otra tecnologia que comparte el mismo mecanismo de accion que las microondas es la
radiofrecuencia, aunque en este caso las frecuencias utilizadas son inferiores en un
intervalo de entre 3 KHz y 300 MHz (Piyasena et al. 2003) (Figura 3), aunque en las
aplicaciones de la industria alimentaria la frecuencia se limita a 13,56, 27,12 y 40,68
MHz (Moreno-Vilet et al. 2018). Con esta tecnologia, la distribucion del calor es mas
homogénea y la penetracion en el alimento es mayor que las microondas, lo que le
permite una mayor aplicabilidad a nivel industrial (Luechapattanaporn et al. 2005). No
obstante, debido a su alto gasto energético y diferentes problemas en el control de la
energia térmica, que pueden provocar roturas dieléctricas (arcos eléctricos) y
calentamientos térmicos descontrolados, su implantacion a nivel industrial no se haya

efectuado integramente (Ramaswamy y Tang, 2008).

2. Tecnologia de procesamiento no térmico

Las tecnologias que no utilizan la energia térmica como mecanismo de accion han
tenido una gran acogida en el area del procesamiento de los alimentos, ya que dan
respuesta a la demanda de los consumidores de alimentos frescos, que conservan sus

propiedades organolépticas y nutricionales (Misra et al. 2016).

La clasificacion de estas tecnologias se puede hacer en base a los diferentes mecanismos
de accién y a la fuente de transferencia de energia: formacién de radicales o dafio
directo en el genoma mediante la formacién de enlaces (plasma frio y luz ultravioleta);
uso de campos eléctricos y magnéticos (campos eléctricos pulsantes); accion mecanica
por ondas de choque (ultrasonidos) o por friccion, cizalla e impacto (homogeneizacion a
ultra alta presion) y el uso de elevadas presiones (alta presion hidrostatica) (Rezek
Jambrak et al. 2018).

2.1.Procesamiento por alta presion hidrostatica

En el sector de la alimentacion se consideran como “altas presiones” aquellas
comprendidas entre los 100-1000 MPa, que pueden combinarse con temperaturas
suaves 0 moderadas. En la actualidad las principales aplicaciones industriales se centran

en tratamientos de alimentos ya envasados a presiones de entre 400-600 MPa durante 5-

9



I. Introduccion

10 minutos, para poder destruir la mayoria de las formas vegetativas de
microorganismos patdégenos como Escherichia coli (Gervilla et al. 1997a), Listeria
innocua (Gervilla et al. 1997b), Staphylococcus aureus (Gervilla et al. 1999). Las altas
presiones interfieren en las funciones basicas de las células y provocan dafio tanto a
nivel de organos citoplasmaticos (ribosomas) como en las membranas de éstas. La
presion se aplica de manera uniforme en el alimento, manteniendo su forma geomeétrica.
Sin embargo, a determinadas presiones se produce una cierta contraccion, aunque si la

despresurizacion es progresiva puede recuperar su tamario inicial.

La inactivacion de esporas bacterianas mediante alta presién en general es insuficiente,
por lo que suele combinarse con del uso de altas temperaturas o0 con otros compuestos
antimicrobianos (Capellas et al. 2000). Las presiones que puede alcanzar los equipos
experimentales de laboratorio (hasta 900 MPa) (Koutchma et al. 2016) no pueden
reproducirse, de momento, a escala industrial y por lo tanto cabe recurrir a otras
tecnologias para poder inactivar los microorganismos resistentes a la presion. A pesar
de estas limitaciones, hoy en dia los tratamientos por alta presion se utilizan por parte
de grandes empresas alimentarias, especialmente para productos muy sensibles a los
tratamientos térmicos. El primer producto tratado con alta presion en la UE (zumo de
naranja) se produjo en Francia en 1993 pero no fue hasta 1997, el Reglamento 258/97
de la UE sobre nuevos alimentos que entr6 en vigor el uso de esta tecnologia. En
Estados Unidos, la FDA (Food and Drug Administration) aprobd en 2001 su uso en

concreto en los zumos de frutas (FDA, 2001).

2.2.Campos eléctricos pulsados de alta intensidad

Esta tecnologia consiste en aplicar voltajes que van desde 1 a 100 kV/cm en un espacio
de tiempo muy breve, generando asi diferencias de potencial. Se basa en la
conductividad eléctrica de las diferentes matrices alimentarias, debido a las altas
concentraciones de iones y a su capacidad de transportar cargas eléctricas. Este
mecanismo de accidén tiene un impacto directo sobre la pared celular, provocando su
electroporacion y generando un incremento de permeabilidad en la membrana, que da
como resultado su rotura, dejando las células muertas o con dafios subletales (Wang et
al. 2018). Durante la aplicacion de este voltaje se genera calor, lo cual también puede

contribuir a esta inactivacion.

10
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Sin embargo, este método no puede inactivar esporas por lo que debe combinarse con

otras barreras tecnoldgicas (Zhao et al. 2013).

2.3.1rradiacion o radiacion lonizante

Se basa en el principio de ionizar las moléculas a partir de su exposicion a la energia
electromagnética en una longitud de onda entre 10° y10'? metros (Figura 3). Por el
efecto de la exposicién se crean de cargas en las moléculas desplazando electrones y
rompiendo los enlaces moleculares. También se forman "radicales libres", es decir, se
cambia la posicién de los electrones en las moléculas sin crear ninguna carga. Las dosis
recibidas por parte del alimento pueden ir desde 1 hasta 10 kGy, limite que establecié el
Comité Mixto FAO/OIEA/OMS de Expertos en Irradiacion de los Alimentos (JECFI)
en el afio 1983. Afios mas tarde, en 2003, el Codex Alimentarius también adopté la

misma decision (Ehlermann, 2016).

El mecanismo de accion de esta tecnologia se basa en la interaccion de la radiacion con
el agua de los alimentos generando productos radioliticos, como por ejemplo: radicales
hidroxilo, electron hidratado y peroxido de hidrégeno, entre otros (Nair y Sharma,
2016). Por lo tanto, se crea un entorno muy reductor y oxidante, provocando asi la
inviabilidad de las células expuestas. Las células vegetativas presentes en los alimentos
son muy sensibles a la radiaciéon, mientras que los microorganismos formadores de
esporas tienen mayor resistencia e incluso se pueden crear condiciones favorables para
su germinacién, crecimiento y produccion de toxinas por parte de las esporas
sobrevivientes, debido a que se eliminaria en gran medida la microbiota competidora
(Nair y Sharma, 2016).

Hoy en dia, los alimentos irradiados estan muy estigmatizados socialmente por parte de
los consumidores, quienes consideran que los alimentos irradiados suponen un riesgo
para la salud, aportan menos beneficios y tienen una calidad inferior, mostrando una
menor aceptacion de esta tecnologia (Bearth y Siegrist, 2019). No obstante, los
compuestos toxicos producidos en los alimentos irradiados también se encuentran en
otros productos de manera natural o tras ser tratados por otras tecnologias de procesado
(Nair y Sharma, 2016). Ademas, numerosos estudios demuestran los alimentos
procesados por radiacion ionizante, incluso utilizando dosis muy elevadas, siguen
siendo mas seguros para su consumo que sus equivalentes no irradiados (Ehlermann,
2016).

11
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2.4.Plasma frio o no térmico (NTP)

Esta tecnologia de procesado usa la energia eléctrica de alto voltaje para ionizar un gas,
como el aire, con el fin de generar el cuarto estado de la materia: el plasma. Este estado
gaseoso de energia esta compuesto por varias especies atdbmicas, moleculares, ionicas y
radicales excitados, que coexisten con numerosas especies reactivas, incluidos los
electrones, iones positivos y negativos, radicales libres y 4&tomos de gas, entre otros
(Keener y Misra, 2016). Estas especies quimicas contribuyen a que los
microorganismos que entran en contacto con ellas sufran dafios estructurales de
membrana y en su actividad metabdlica de manera irreversible, incluso en
microorganismos esporulados (Patil, Bourke y Cullen, 2016), aunque las esporas
fangicas presentan mas resistencia comparadas con las bacterianas (Dasan, Boyaci y
Mutlu, 2016). Estos residuos quimicos no afectan negativamente en las propiedades

fisicoquimicas, fisioldgicas y funcionales de los alimentos (Bourker et al. 2018).

Al ser una tecnologia de procesado muy novedosa, aun esta en fase de estudio y
regulaciéon por parte de la administracion publica, siendo necesario evaluar con mas
detalle la seguridad de los alimentos a nivel experimental antes de su implantacién a
nivel industrial (Keener y Misra, 2016).

2.5.Ultrasonidos

La tecnologia de los ultrasonidos se basa en utilizar las ondas de sonido a una
frecuencia por encima del umbral de audicién humana (> 16 kHz). Mediante
transductores ultrasonicos, la energia eléctrica se convierte en energia de sonido
vibracional, que es capaz de propagarse por diferentes medios (Ojha, Tiwari, y
O’Donnell, 2018). Esta caracteristica vibracional crea microburbujas en los liquidos,
creando un fenémeno conocido como cavitacion que conduce a la creacion de diferentes
especies quimicas, como radicales altamente reactivos (Ashokkumar, 2015). Aun asi,
comparado con el procesamiento térmico, el uso de ultrasonidos causa un dafio minimo
en las propiedades nutricionales y organolépticas de los alimentos, ademas de conseguir
la inactivacién microbiana, pero su uso esta limitado a alimentos liquidos, como zumos
de frutas o leche (Charoux, O’Donnell y Tiwari, 2017).
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2.6.Luz pulsada
Esta tecnologia utiliza el espectro de luz dentro de las longitudes de onda de 200 a 1000
nm, correspondientes a la luz ultravioleta, la luz visible y la infrarroja, aplicando sobre
los alimentos pulsos de corta duracion pero de alta potencia (John y Ramaswamy,
2018). Debido a que la aplicacion de la energia eléctrica se realiza en forma de “flash”,
se puede emitir la luz en forma de un solo pulso o una rafaga de pulsos.
Independientemente de cdémo se realice esta aplicacion, se ha demostrado que
aplicandola de manera discontinua es al menos 20.000 veces mas efectiva que
aplicandola de manera continua con la misma energia total (Keener y Krishnamurthy,
2014). En los microorganismos puede inducir dafios fotoquimicos, fototérmicos y/o

fotofisicos, produciendo la muerte celular (Krishnamurthy et al. 2010).

Los principales beneficios de la aplicacion de esta tecnologia es la descontaminacion de
superficies de trabajo o de alimentos liquidos, pues son los que se necesitan
tratamientos mas cortos para lograr la inactivacion microbiana con un reducido gasto

energético (Koutchma, 2017).

3. Radiacién ultravioleta

Otra tecnologia de procesado que utiliza parte del espectro electromagnético es la luz
ultravioleta (UV) en el intervalo de 100 a 400 nm. Dentro de este amplio rango, este
espectro se puede subdividir en 4 partes dependiendo de las propiedades que le confiere
la longitud de onda (Figura 4): (1) Entre 100 a 200 nm se denomina luz UV de vacio,
ya que solo se puede transmitir en vacio y es absorbido por la mayoria de las
substancias. (2) El rango correspondiente a la luz UV de onda corta 0 UVC de 200 a
280 nm. Esta presenta un gran interés ya que tiene gran poder de inactivacion
microbiana. (3) El rango de 280 a 315 nm se corresponde a la luz UV de onda media o
UVB, responsable de efectos dafiinos sobre las células, provocando quemaduras en la
piel, ademas ser un riesgo en el desarrollo de enfermedades como el cancer de piel. (4)
La luz UV de onda larga o0 UVA a longitudes de onda que van de los 315 a los 400 nm,
que son las que se usan comunmente para tratamientos de bronceado (Koutchma,

Forney y Moraru, 2009).
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Figura 4: Espectro de radiacion electromagnética con division del espectro de la luz

ultravioleta en los cuatro tipos diferentes.

El fundamento basico del funcionamiento de las lamparas de luz UV es la descarga de
energia eléctrica con un voltaje superior al potencial de ionizacion del gas que contiene
la lampara para poder excitarlo. EI gas més utilizado es el mercurio, debido a que es
volatil, inerte y con una energia de ionizacion baja. EI gas de mercurio se combina con
un gas de relleno, el argén, que favorece el inicio de la descarga y ayuda a su
ionizacion.

Una vez se realiza la descarga eléctrica, el gas se transforma en una mezcla de atomos
no excitados, atomos excitados, cationes y electrones libres. Cuando se aplica esta
descarga eléctrica, los electrones e iones libres del gas se aceleran y generan altas
energias cinéticas, llegandose a ionizar. Es precisamente en este estado de ionizacién
que se crean los fotones de luz UV, ya que al aumentar tan rapidamente el estado de
excitacion de los electrones y cationes, y luego producirse una descarga repentina
retornando a su estado de energia basal, se provoca una descarga mantenida,
denominada descarga luminiscente (Koutchma, 2014).

Al provocarse esta descarga luminiscente, los atomos e iones emiten fotones de luz UV
que se van dispersando a lo largo de la lampara e interactuan con el producto que se esta
tratando. En esta fase adquieren mayor relevancia los fendmenos de absorcion,
reflexion, refraccion y dispersion, caracteristicos de las tecnologias que basan su

mecanismo de accion en la luz (fendmenos de ondas y fotones). Estos fotones liberados
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por la lampara y absorbidos por la matriz, provocan diversas reacciones fisicoquimicas.
La cantidad de energia que puede absorber la matriz depende de diferentes factores,
como el tipo de alimento y su manera de exponerse a la luz. La penetracion de la luz y,
por tanto, la efectividad del tratamiento en un alimento sera mucho menor que en
matrices homogeéneas y trasparentes.

Debido a que los productos alimentarios son matrices muy complejas, no toda la luz que
emita el reactor penetra en la matriz. De esta manera, para poder calcular la intensidad
de la luz UV que llega a la matriz, asi como su penetracion, se aplica la ley de Lambert-
Beer (Ecuacion 5), la cual tiene en cuenta el coeficiente de absorcién de la matriz y la
intensidad emitida por el reactor para asi conocer la intensidad de luz UV que recibe la
matriz en un punto determinado.

Para comparar los tratamientos descritos en otras investigaciones ademas de conocer la
dosis que recibe la matriz, es necesario saber las caracteristicas de la lampara usada,

como son: (1) la irradiancia, que es la cantidad de luz UV que incide sobre un &rea
determinada (expresado en %), (2) la longitud de la ldmpara (expresado en cm), (3) la

superficie de la Iampara (cm?) y (4) la fuente de luz UV de la lampara, es decir si es una
lampara de mercurio de baja presion (LPM), de media presién (LMM) o ldmparas de
excimer. Solo las lamparas de mercurio de baja presion se pueden utilizar en la
industria alimentaria, siendo aprobadas por la FDA en el afio 2001 y en Europa en el
afio 2016 su uso en leche (EFSA, 2016).

Las ldmparas de mercurio de presion baja, a diferencia de las ldmparas de mercurio de
media presion, son capaces de emitir luz monocromatica de manera continua a una
longitud de onda de 253,7 nm. Esta longitud de onda esta muy cerca de la longitud de
onda de maxima absorcion por los &cidos nucleicos de las células, que es de entre 260 y
265 nm. La efectividad de absorcion disminuye a medida que la longitud de onda se va

alejando de esta region (Figura 5) (Yin et al. 2015).
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Figura 5: Espectros de salida de ld&mparas de mercurio de baja y media presion y

espectros de accion microbiana (Adaptado de Kuo, Chen y Nellor, 2003).

El hecho que el material genético de las células tenga un espectro de absorcién a estas
longitudes de onda lo hace altamente susceptible a alteraciones en su cadena simple o
doble de ADN. Estas alteraciones son debidas a los dos fendmenos principales
asociados a la generacion de peroxido de hidrégeno o aniones superoxido en las
reacciones fotoquimicas: (1) interaccionan con las estructuras funcionales de los
microorganismos y (2) forman enlaces covalentes entre las diferentes bases
nitrogenadas, formando mayoritariamente dimeros de timina y pirimidina. Estos enlaces
provocan que no se pueda efectuar ni la transcripcion ni la replicacion de los acidos
nucléicos, conduciendo asi a la muerte celular de los microorganismos afectados. En
algunos casos, cuando la dosis no es suficientemente alta, los microorganismos activan
los mecanismos de reparacion para revertir el dafio causado por la radiacion UV. A
parte de los sistemas de reparacién, los microorganismos tienen otras estrategias de
proteccion frente a los rayos UV, como son las formas de resistencia o esporas, tanto
bacterianas como fangicas, y los pigmentos oscuros, como la melanina de algunos
hongos, que tiene un alto nivel de absorbancia a las longitudes de onda del UV (Begum,
Hocking y Miskelly, 2009).

Basado en estudios realizados en matrices que no interfieren en la efectividad de la luz

UV, como el agua, se puede establecer una clasificacion segun su resistencia (de mayor
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a menor): algas, protozoos, ooquistes de parasitos, mohos y levaduras, esporas
bacterianas, bacterias Gram positivas, bacterias Gram negativas y virus (Chevrefils et
al. 2006).

Como se ha mencionado anteriormente, aplicar la dosis correcta para provocar la muerte
celular es fundamental para evitar posibles supervivientes, por lo que es necesario
asegurar que los tratamientos se realizan correctamente. Los métodos mas utilizados
para poder determinar la dosis que se estd administrando a una matriz son: (1) la
radiometria, consistente en la deteccion mediante un sensor de la radiacion emitida por
superficie o, (2) la biodosimetria consistente en el céalculo de la letalidad de
microorganismos inoculados en una matriz transparente, como puede ser el agua o una
solucién tampon, cuya finalidad es determinar una curva dosis-respuesta en relacion al
grado de inactivacion observado y (3) la actinometria, que consiste en utilizar un
compuesto quimico sensible a la luz UV con el objetivo de observar de manera analitica
los cambios fotoquimicos causados en el compuesto. Las moléculas quimicas, al
absorber los fotones, generan compuestos analizables mediante espectrofotometria, lo

que permite estimar la cantidad de radiacion UV que emite la lampara por volumen.

Entre los parametros que condicionan la efectividad de los tratamientos con luz UV,
uno es la matriz alimentaria que se quiera tratar. De acuerdo con Koutchma, (2014),
tanto las propiedades fisicas como las quimicas del producto pueden modificar
significativamente la eficacia del tratamiento UV. De entre las propiedades
fisicoquimicas, se puede destacar la concentracion y tipo de solidos disueltos y sélidos
suspendidos, expresados en grados Brix, la absorbancia, el pH y la turbidez. En funcién
del pH los alimentos liquidos se pueden clasificar en dos grandes grupos (1) los
alimentos &cidos, con pH inferiores a 4,6, y (2) los alimentos no acidos, con pH
superiores a 4,6 de la matriz alimentaria (US FDA, 2004).0Otras propiedades fisicas que
influyen en la eficacia de inactivacion son la viscosidad y la densidad del producto. Asi
pues, para poder estudiar los fendmenos que son de relevancia durante los tratamientos
de UV es necesario describir las caracteristicas fisicoquimicas de la matriz con la que se
esta trabajando, como son: (1) el coeficiente de absorbancia a 254 nm, expresado en
cm?, (2) la turbidez derivada de las particulas no solubles, expresada en unidades
nefelométicas de turbidez o NTU, (3) la densidad del fluido, expresada en kg/m?y (4)

la viscosidad del fluido, expresada en (Pa-s).
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Bajo esta consideracion, las matrices alimentarias liquidas se pueden clasificar en dos
grandes grupos de alimentos: (1) matrices poco opacas 0 con una alta penetracion de la
luz UVC (transmitancia), como algunos zumos de frutas o el té, y (2) la matrices con un
alto coeficiente de opacidad, como la leche o las bebidas o licuados vegetales. Un alto
coeficiente de opacidad puede ser debido a su coeficiente de absorcion o a la turbidez (o
particulas en suspension), suponiendo también una variable critica en la eficacia de los
tratamientos UVC (Tabla 4 y Figura 6). En la leche o los licuados de soja, que son
fluidos opacos (baja transmitancia) también juega un papel muy importante los
nutrientes disueltos en estas matrices liquidas, como los globulos grasos o las micelas
de caseina en la leche, que provocan un efecto sombra durante el tratamiento, o el de las

estructuras proteicas en el caso de la bebidas vegetales.

Por lo tanto, la eleccidn de la matriz y los microorganismos es de gran importancia para
poder seleccionar las condiciones y el tipo de reactor con el cual se van a aplicar los

tratamientos.

Tabla 4: Caracteristicas fisicoguimicas basicas de alimentos liquidos.

Coeficiente
Matriz de absorcién Turbidez Viscosidad Densidad oH
a 254 nm (NTU) (Pa-s) (kg/md)
(cm'?)

Leche desnatada 170 + 0,02 12000+ 0,08 1,707+0,01 1,037+0,001 6,68 +0,01
Leche entera 321 +0,03 68680+ 0,05 2,041+0,01 1,030+0,001 6,67 +0,01
Leche 210 + 0,01 29000 + 0,02 = 1,033+0,001 6,67 £0,01
semidesnatada

Horchata 193 +0,01 - 5,04 + 0,001 - 6,5 + 0,01
Bebida de soja 780 + 0,04 65080£0,03 4,047 +0,01  1,014+0,001 6,34 +0,02
Bebida de arroz 159 + 0,05 - 3,051+0,001 1,014+0,001  6,75+0,01
Bebida de avena 198 + 0,02 = 4,067 +0,001 1,015+0,013 6,58 + 0,01
Té verde 18,4+ 0,02 213+0,05  0,9101+0,001 1,002+0,001 6,67 +0,02
Té negro 24+ 0,03 = 0,911+ 0,001  1,002+0,001 6,58 +0,01
Zumo df_} 90,55 + 0,40 > 11000 244+001  1,032+0,001 6,29 +0,01
zanahoria

NTU: Unidad nefelométrica de turbidez
Recopilacion de datos de diferentes fuentes: Matak y Churey, 2005; Codina-Torroella, 2014; Elbrhami et al., 2016;
Riganakos et al., 2017; Datos propios.
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Otro factor a tener en consideracion, que permite contrastar diferentes estudios en los
que se aplican tratamientos de UV son, ademas de las caracteristicas de la lampara, las
caracteristicas basicas del reactor, como: (1) el tipo de reactor, entendido como la
geometria interna del mismo (anular, tubo enroscado, laminar...), (2) la distancia del
camino optico (espesor del alimento que debe atravesar la luz UV), (3) el niUmero de
lamparas o pases entre lamparas, (4) el tipo de régimen del flujo (laminar, turbulento...)
o el numero de Reynolds, (5) el caudal del fluido y (6) la temperatura del tratamiento
(Figura 6).

Los reactores de luz UV descritos en la literatura tienen cada uno sus caracteristicas
propias. A nivel de equipo experimental, se pueden agrupar los diferentes reactores en
tres bloques: (1) sistemas de tratamiento por UV anulares de flujo laminar y turbulento,
(2) sistemas “Dean flow” y (3) sistemas “Taylor-Coutte”. A nivel industrial,
encontramos reactores de flujo laminar (CiderSure; FPE, NY, Estados Unidos e
Ypsicon S.L., Barcelona, Espafia), de mddulo de Salcor (flujo de Dean en tubo
enrollado, turbulento; California, Estados Unidos) y SurePure de flujo turbulento

(SupePure Inc. Zug, Suiza).
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Lampara Matriz Reactor Microorganismo
Irradiancia sobre Coeficiente de Geometria Género y especie
el area (W/cm?) absorbancia a 254 interna del microbiana

: nm (cm* reactor :
Longitud de la (cm™) Tipo de
lampara (cm) Turbidez de Distancia del ADN/ARN

. particulas no camino optico (tamafio y
Slljperf|C|e dezla solubles (NTU) (mm) geometria)
lampara (cm?)
- 3 7
ey DTSRSEOT) e o
(tipo de lampara) Viscosidad (Pa-s) entre lamparas .
Pigmentado

Refrigeracion de

la lampara AUEL Agregaciones o
P Reynolds (segun gregacl
. agrupaciones
matriz)

Concentracion

Caudal (L/h) iicial

T2 del tratamiento

NTU: Unidades nefelométrica de turbidez

Figura 6: Factores que afectan a la eficacia de los tratamientos UVC.

La leche ha sido unos de los alimentos liquidos de alta opacidad que méas se ha
estudiado en el campo de la luz UV. Ya desde el afio 1928, Steenbock, cientifico
aleman, fue el primero en utilizar la luz UV para poder reducir la carga microbiana de la
leche sin pasteurizar. Este autor ya advirtio que el aumento de dosis de UVC para poder
conseguir unos buenos valores de inactivacion bacteriana en la leche daba lugar a olores
y sabores desagradables debido a la sobreexposicion de ésta a la radiacion UV. Mas
adelante, en el afio 1949, un cientifico aleman llamado Lembke fabricé el primer reactor
con capacidad bactericida en leche cruda y pudo demostrar a su vez, que la longitud de
onda 6ptima era de 253,7 nm confirmando la hipotesis de Capstick (1946). Este autor
sefialo que el espacio efectivo, o la penetracion de la luz UVC en la leche era de tan solo
1 mm debido a su gran opacidad. Ante la imposibilidad de crear un reactor con un
diametro interno tan pequefio, desarrollé un reactor con la capacidad de crear flujo
turbulento en el didmetro de 1 cm, para asi crear una frecuencia de exposicion més alta
que con flujo laminar.

A pesar de que esta tecnologia tiene un gran bagaje histdrico, a dia de hoy, los

tratamientos térmicos son los Gnicos que se aplican comercialmente en la leche, ya que
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su eficacia con los microorganismos patdgenos ha sido ampliamente probada Para poder
logar el objetivo de conseguir una leche con caracteristicas organolépticas similares a la
leche cruda, sin comprometer la seguridad del producto, se han aplicado diferentes
tratamientos por luz UV, aunque no hay un consenso generalizado sobre las dosis

empleada y la efectividad del tratamiento (Tabla 5).
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Tabla 5: Recopilacion y célculo de diferentes parametros de UV junto a la inactivacion microbiana en leche.

Matriz

Leche desnatada
(0% grasa)
Leche
semidesnatada
(2% de grasa)

Leche entera
(3,25% de grasa)

Leche de cabra
cruda (4,13% de
grasa)

Leche de vaca
cruda

Leche cruda de
vaca

Leche entera (4%
de grasa)
Leche
semidesnatada
(1,7% de grasa)

Abs
(cm®)

300

Caudal
(L/n)

151

567

3960

40

10,08

Dosis n° de D_|ametro
interno Re
total pases
(mm)
5,8
malem? 1 9 1371
158£16 ) 9 5187
mJ/cm
30 W 10 - -
3 pulsos
por 114 -
segundo a
1,27 Jicm?
2860
mJ/mL 9 i i

Ta
°C)

38

21

Microorganismos testados

Escherichia coli O157:H7

Listeria monocytogenes

Vialbes totales
E. coli/Coliformes
Esporas aerobias mesdfilas
Bacterias psicdtrofas

Bacterias terméfilas

Staphylococcus aureus

Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis

22

Reduccion
logaritmica

2,27

1,43

1,44

5,62

1,92
2,53/2,48
0,36
2,08

1,42

5,87 0,08

2,6

2,8

Tipo de reactor

CiderSure 3500
UV processor

CiderSure 3500
UV processor

sistema PureUV
(flujo en espiral)

Radiacion

policromatica (100
hasta 1100 nm) con

el modelo
SteriPulse-XL
3000

Reactor UV hecho
a medida (latros
Limited, Dundee,
Escocia)

Referencia

Matak, (2004)

Matak y Churey,
(2005)

Reinemann et al.
(2006)

Krishnamurthy,
Demirci, y
Irudayaraj, (2007)

Altic et al. (2007)



Leche entera UHT

Leche entera de
vaca UHT

Leche de vaca
cruda (4%)

Leche de vaca
desnatada (0,1 %)

4000 22,95 J/L
cada pase
6,8
17,3
21,3
28,8 mJd/cm?
20,8
28,8 mJd/cm?
20,8
28,8 mJd/cm?
21,7
28,8 mJ/cm?
6
11187
12 mJ/cm?
45
6

80

213
20,8
20,5

20,5

20,5

20

15

15

1,6

3,2

1,6

>7000

>2500

713

713

532
1064

M. avium subsp. paratuberculosis

E. coli

L. monocytogenes

Mycobacterium tuberculosis

E. coli

S. aureus

Salmonella enterica var.

Typhimurium

Shigella flexneri

Pseudomonas aeruginosa

Lactococcus lactis

E. coli W 1485

Esporas de Bacillus cereus

E. coli W 1485
Esporas de B. cereus
E. coli W 1485

Esporas de B. cereus

05-2

3,9

6,5

6,2
39
3,7
43
45

3,8
51

4,5

4,14
2,65
1,19
1,72
7,78

2,72

Reactor UV hecho
a medida con tubo
en espiral
corrugado

Dean vortex o flujo
en espiral

Reactor Dean flow
o flujo esprial

Donaghy et al.
(2009)

Lu, Li, y Liu,
(2011)

Choudhary et al.
(2011)



Leche cruda de
vaca (3,32% de
grasa)

Leche entera
(3,5% de grasa)

Leche desnatada
(2% de grasa)

Leche entera
comercial
pasteurizada y
homogenizada
(3,25% de grasa)

12

13,87

e J/mL

4300 1760 J/L -

3900 135J)/cm? 120

3,2

1064

7500

E. coli W 1485

Esporas de B. cereus

Aerobios mesdfilos

Coliformes totales
E. coli

Staphylococcus spp.

Mohos y levaduras

Aerobios mesofilos

Microbiota después de la
pasteurizacion

Esporas aerobias mesofilas
Aerobios mesofilos

Microbiota después de la
pasteurizacion

Esporas aerobias mesdfilas
L. monocytogenes
Mycobacterium smegmatis
S. Typhymurium
S. aureus
E.coli
Streptococcus agalactiae

Acinetobacter baumannii

24

2,43
1,78

Aerobios
mesofilos: 3,16

Coliformes
totales: <1

E. coli: <1

Staphylococcus
spp.: <1

Mohos y
levaduras: 3,78

0,26
0,88

0,44
0,75

1,22

0,51
3,2
18
3,7
3,4
2,8
34

2,8

Reactor UV de
tubo enrollado
hecho a medida
disefiado por el Sr.
Yusuf Koprulu

Reactor UV de

bajo consumo SP-4

(SurePure,
Milnerton,
Sudafrica)

Reactor UV de
flujo continuo a
escala piloto

Engin et al.
(2012)

Rossito et al.
(2012)

Pereira et al.
(2014)



Leche de vaca
cruda (3,6% de
grasa)

Leche de vaca
entera
pasteurizada
(3,25% grasa)

Leche de vaca
cruda

476,2

4000

4300

430
mJd/cm?

4,0
mJd/cm?

79
mJ/cm?

2000 J/L
1500 J/L
1800 J/L

1950 J/L

1550 J/L
1500 J/L
1450 J/L

40

20

5

>7000

7500

Aerobios totales
Coliformes

Esporas aerobias mesdfilas

Esporas anaerobias mesofilas

20 E. coli O157:H7

L.monocytogenes
E. coli O157:H7
Serratia marcescens

Salmonella enterica var.
Senftenberg

Yersinia enterocolitica
Aeromonas hydrophila

S. aureus

25

Aerobios totales:
0,75

Coliformes: <1

Esporas aerobias
mesofilas: <1

Esporas
anaerobias
mesofilas: <1

1,81

2,38

5log

Surepure 40
Turbulator™
system (SP-40)

Placa de petri
estéril

Reactor thin-film
de flujo turbulento
disefiado y
fabricado por
SurePure.

Cilliers et al.
(2014)

Yin et al. (2015)

Crook et al.
(2015)
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A pesar de la heterogeneidad de los resultados debido a la utilizacion de diferentes
reactores, diferentes caudales y diferentes dosis, se puede observar que los
microorganismos en forma vegetativa presentan un grado de sensibilidad mayor que los
microorganismos esporulados (Choudhary et al. 2011). Ello se evidencia en diversos
estudios en los que se evalud la efectividad de otros patogenos caracteristicos de la
leche, en especial Mycobacterium spp, en los que se concluy6é que por el disefio del
reactor y las variables elegidas del tratamiento UVC, esta tecnologia no era una buena
alternativa a la pasteurizacion (Altic, Rowe y Grant, 2007; Donaghy et al. 2009; Pereira
et al. 2014). Sin embargo, en otros estudios la letalidad obtenida para otros patdgenos
fue elevada. Asi, Crook et al. (2015) utilizando un reactor UVC con flujo turbulento con
diferentes pases o ciclos en leche de vaca cruda, obtuvieron una letalidad 5 unidades
logaritmicas de diferentes patdgenos bacterianos como E. coli O157:H7, S. aureus, Y.
enterocolitica y L. monocytogenes. Este ultimo fue el que presentd la mayor resistencia
debiendo aplicar una dosis de 2000 J/L para conseguir 5 log de reduccién. Matak y
Churey (2005) también obtuvieron reducciones de L. monocytogenes superiores a los 5
log en leche de cabra cruda, aplicando una dosis de 15,8 + 1,6 mJ/cm?.

A diferencia de la leche, en otras matrices alimentarias estudiadas en esta tesis como
son el licuado de soja y té verde, hay muy pocos estudios en el campo de los
tratamientos por luz UVC como se muestra en la Tabla 6 y 7. El estudio del efecto de
los tratamientos de UVC en dichas matrices, pueden ser de gran interés, tanto desde el
punto de vista nutricional, econémico y de consumo por parte de la poblacion mundial.
De hecho, el té es la bebida méas consumida en el mundo después del agua, con un
consumo anual de 3,5 millones de toneladas (Wang et al. 2012) y el consumo de bebida
de soja esta incrementando, en parte debido a la gran produccion de haba de soja que ha

sido en este Ultimo afio de mas de 313 mil millones de toneladas (USDA 2018).
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Tabla 6: Recopilacion y célculo de diferentes parametros de tratamientos UVC junto a la inactivacion microbiana en bebidas vegetales.

Matriz

Licuado de

soja

Horchata

Licuado de
soja

Horchata

Abs
(cm®)

159

162,01

193

Caudal
L/h

12

90

6,48

Dosis

11.187
mJd/cm?

4.230
mJd/cm?

4,45
mJ/cm?

18,4
mJd/cm?

n° de
pases

10

[y

Diametro
interno
(mm)

1,6

3,2

3,3

29,3

Re

1376

53,17

110,8

Ta
°C)

26-30

27

218+05

27

Microorganismos
testados

E. coli W 1485
Esporas de B. cereus
E. coli W 1485
Esporas de B. cereus
Mohos y levaduras
Psicrotrofos
Mesofilos

E. coli ATCC 8739

E. coli
L. monocytogenes

Aerobios totales

Reduccion
logaritmica

5,6
3,22
295
1,66
3
35
4,7
>0,5
5,06

5,43
3,5

Tipo de reactor

Reactor Dean flow o
flujo esprial

Cémara oscura con

placas de Petri

Taylor—Couette UV

Reactor Dean flow o
flujo esprial

Referencia

Bandla et al. (2012)

Corrales et al.
(2012)

Orlowska et al.
(2014)

Elbrhami, (2016)



Tabla 7: Recopilacion y calculo de diferentes parametros de tratamientos UVC junto a la inactivacion microbiana en té rooibos

Abs  Caudal

cmy) (Lhy DO

Matriz

936 mJ/cm?

1.836 J/L 6
1.872
mJ/cm?
Té rooibos - 4000

2.754J/L 6
2.808
mJd/cm?

3.672J/L6
3.744
mJ/cm?

o Diametro
n° de .

ases  interno
P (mm)

40

80

120

160

Re

7500

Microorganismos

testados

Salmonella spp.
S. aureus
Saccharomyces
cerevisiae

Cladosporium spp.

E. coli K12
Salmonella spp.
S. aureus
S. cerevisiae

Cladosporium spp.

E. coli K12
Salmonella spp.
S. aureus
S.cerevisiae

Cladosporium spp.

E. coli K12
Salmonella spp.
S. aureus
S. cerevisiae

Cladosporium spp.

E. coli K12

28

Reduccion
logaritmica

3,06
2,49

3,12

2,98
3,16
4,01
3,91
4,79
1,78
3,85
4,43
4,31
>1
1,2
3,87
4,57
4,34
>1
0,29
4,37

Tipo de reactor

Reactor UV hecho a medida con tubo
en espiral corrugado fabricado por

Referencia

Monyethabeng y
Krigel, (2016)



I. Introduccion

4. Homogenizacion: Ultra Alta Homogeneizacion por Presion (UHPH)

Esta tecnologia no térmica de tratamiento de alimentos liquidos, se basa en un proceso
de homogenizacion utilizando la alta presion centralizada como fenémeno de impulsién
del alimento o matriz (100-400 MPa). Esto obliga a la matriz a pasar por un espacio
reducido, lo que genera fendmenos fisicos; como son la reduccion del tamafio de
particula, cizalla, impacto, friccion, cavitacion y homogeneizacion de sus compuestos
en las particulas suspendidas, generando asi la estabilizacion fisica y la reduccién de la

carga microbiana en las matrices alimentarias.

La tecnologia de homogeneizacion fue desarrollada por Auguste Gaulin en el afio 1899
(Patente n°. 295.596), quien cred la primera valvula de homogeneizacion capaz de
alcanzar presiones de 30 MPa. A partir de ese momento muchas empresas de la
industria quimica, farmacéutica y alimentaria la han aplicado con el objetivo de obtener
productos con las caracteristicas fisicogquimicas deseadas y estables.

En la actualidad se han desarrollado diferentes equipos que pueden trabajar a altas
presiones de homogenizacion (Tabla 8), uno de los primeros fue el Microfluidizer
(Microfluidics International Corporation) en el afio 1987. Inicialmente los equipos no
superaban presiones de 100 MPa, pero en la actualidad ya alcanzan hasta los 300 MPa
trabajando con caudales de 2000 L/h. Otros equipos que se encuentran actualmente en
el mercado es el Emulsiflex (Avestin) que lacanzan presiones de 220 MPa con caudales
de 1000 L/h, los fabricados por la empresa Stansted (Stansted Fluid Power Ltd) que
pueden alcanzar presiones de 300 MPa y con caudales que pueden alcanzar los 240 L/h,
y finalmente el de la empresa Ypsicon (Ypsicon Advanced Technologies, S.L.,
Barcelona, Spain), que desarrolla equipos capaces de trabajar a presiones de hasta 350
MPa, con escalados de hasta los 10000 L/h.
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Tabla 8: Homogeneizadores de alta presion a nivel de planta piloto y a nivel industrial.
Adaptado de Fernandez Avila, (2016).

Empresa Modelo Presion  Caudal
(MPa) (L/h)
Microfluidics (EEUU) Microfluidizer M-7250 300 2000
BEE International (EEUU) DeBEE 2000P-250/45 310 1500
Avestin (Canada) EmulsiFlex-C1000 220 1000
Gea Niro Soavi (Italia) Ariete NS5355 150 60000
APV (Reino Unido) Rannie 75 150 800
Stansted Fluid Power (Reino SPF-nG11300 300 240
Unido
Ypsicon (Spain) UHPH-10000 350 10000

El mecanismo fundamental de esta tecnologia se basa en generar una presion muy
elevada, debido a la unién de una aguja con su asiento. El fluido es bombeado por unos
pistones y obligado a pasar por esta aguja hasta llegar al espacio de encuentro entre el
cabezal de la aguja y el asiento de la valvula. Al disminuir repentinamente el espacio se
genera una elevada presion, provocando una combinacion de fuerzas, las cuales
modifican las propiedades fisicoquimicas de la matriz y producen la muerte de los
microorganismos. Los principales fendmenos que se crean cuando el alimento es
forzado a pasar por el espacio son: (1) fuerzas de friccion, entendidas como la fuerza de
rozamiento que la matriz sufre al pasar entre la superficie de la aguja con la superficie
del asiento, (2) fuerzas de cizalla o esfuerzo cortante, que es la tension que se genera
cuando entran en contacto directo el cabezal de la aguja con el asiento, (3) fuerzas de
impacto, que se generan cuando la matriz consigue pasar por el asiento de la aguja y
posteriormente, al aumentar de manera repentina el espacio fisico, choca a gran
velocidad (hasta 3 veces la velocidad del sonido) contra las paredes de la valvula del
equipo, y (4) fuerzas de cavitacion, generadas por las burbujas que se forman al
aumentar y después disminuir de manera repentina la presion. Cabe destacar que la
magnitud de estos fendmenos dependen en gran medida del disefio de los componentes
de la valvula, como son la geometria de la aguja y el asiento, o el material de
construccion de los mismos (Dumay et al. 2013).

Ademas de los fendmenos detallados anteriormente, también se genera energia térmica
durante el proceso, en aproximadamente unos 2-2,5 °C por cada 10 MPa de presion
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aplicados a la matriz. En matrices sensibles al calor, este incremento térmico puede
reducirse enfriando la matriz antes del tratamiento y controlando el nivel de
calentamiento al pasar por la valvula emplazando intercambiadores de calor con fluido
refrigerante. De esta manera, se impide que el aumento temperatura pueda afectar a las
propiedades organolépticas o nutricionales del alimento que se esta tratando. No
obstante, desde el punto de vista de la efectividad del tratamiento en la inactivacion de
microorganismos indeseables, el aumento de temperatura puede ser relevante al
producirse efecto sinérgico con el resto de fendmenos fisicos asociados a este
tratamiento tecnologico (Roig-Sagués et al. 2009).

El nivel de letalidad alcanzado depende de diferentes factores relacionados con el
proceso: 1) la temperatura de entrada del producto en el equipo, 2) la presién de
homogenizacién con la que se trata el producto, 3) la geometria-disefio de la valvula de
homogenizacién (aguja y asiento), y el material de fabricacién (metalicos, ceramicos,
mezclas...), 4) la aplicacion de dos o mas valvulas consecutivas, 5) la aplicacién o no
de tiempo de retencion antes de enfriar producto y 6) el nimero de pases o ciclos que se
realicen en el equipo de UHPH. Otros aspectos son las caracteristicas propias de los
microorganismos, como: 1) la composicién de la membrana celular y/o presencia de
pared (Gram positivos) y/o formacion de esporas y 2) el tamafio y forma de la célula
microbiana (cocos, bacilos...). Por Gltimo se deben considerar las caracteristicas
fisicoquimicas de la matriz, como: 1) la presencia de inhibidores o conservantes
naturales, 2) el pH, 3) la viscosidad y 3) el tamafio de las particulas presentes en la
matriz.

Diversos autores han trabajado con esta tecnologia, procesando diferentes matrices
alimentarias. Los resultados indican que la UHPH parece una buena alternativa a la
pasteurizaciéon térmica para poder conservar alimentos liquidos (Pereda et al., 2007;
Cruz-Cansino, 2009; Suérez-Jacobo et al. 2010; Codina-Torrella, 2014; Roig-Sagues et
al. 2015). En la mayoria de estos estudios cabe concluir que las caracteristicas
organolépticas, fisicoquimicas y microbioldgicas del producto presentan una mejora
significativa en comparacion con las tecnologias de procesado térmico, respetando el
deseo de los consumidores de adquirir productos de caracteristicas similares a los
alimentos frescos (Codina-Torrella, 2014).

En la leche, la aplicacion de la UHPH parece una buena opcion a la pasteurizacion
convencional, respetando las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de la leche

cruda (Thiebaud et al. 2003; Hayes, Fox, y Kelly, 2005; Picart et al. 2006; Pereda et al.
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2008; Amador Espejo et al. 2014). También ha mostrado buenos resultados en otras
matrices liquidas como los licuados vegetales de soja, almendra, arroz y chufa
asegurando su estabilidad fisica y microbioldgica con una efectividad similar a una
pasteurizacion (Cruz-Cansino, 2009; Poliseli-Scopel, 2012; Hernandez-Herrero,
Guamis, y Ferragut, 2012; Codina-Torrella, 2014; Valencia-Flores, 2015). Sin embargo,
su efecto sobre las esporas bacterianas, es mucho més limitado, y solo se logra la
esterilizacion comercial del producto cuando se combinan con altas temperaturas de
entrada del producto, aprovechando el efecto sinérgico del tratamiento UHPH vy la
temperatura. Poliseli-Scopel et al. (2012 y 2014), consiguieron la inactivacion de hasta
2 log UFC/mL de esporas de Geobacillus sterathermophilus, con combinacién de
presiones de 300 MPa y temperaturas de entrada de 80°C, alcanzando temperaturas
durante el paso de la valvula superiores a los 140°C. Por otra parte, Chaves-L0pez et al.
(2009) describe que la aplicacion de ciclos o pases en el tratamiento es otra alternativa
para poder llegar a reducciones de esporulados de 5 log UFC/mL a temperaturas méas
bajas y a presiones de 150 MPa, aunque este tipo de aplicacion a nivel industrial

actualmente no parece ser viable (Dumay et al. 2013).

5. Combinacién de tratamientos

En los ultimos afios, se ha avanzado significativamente en materia de innovacion
tecnoldgica en el procesado de alimentos, combinando nuevas tecnologias con la
finalidad de lograr efectos sinérgicos, aditivos o complementarios. El objetivo de
combinar dos 0 mas tecnologias es conseguir una mayor eficacia en la inactivacion
microbiologica, aplicando condiciones de tratamiento méas suaves, para asi preservar la
estabilidad fisicoquimica de los alimentos. Este tipo de enfoque se le llama “tecnologia
de las barreras u obstaculos” (Hurdle technology) (Maktabi, Watson y Parton, 2011;
McKay, 2016).

Con la combinacién de dos o mas tecnologias de procesado se pretende también
disminuir el desgaste de los equipos de trabajo. De esta manera, las condiciones de los
tratamientos pueden ser menos extremas que si se trabajan de manera individualizada.

De manera general, el uso de la luz UVC juntamente con otras tecnologias de procesado
aumenta la inactivacion microbiana (Tabla 9), pero los efectos no siempre son
sinérgicos, sino que muchas veces se observa un fendmeno sumatorio (aditivo) entre las

dos tecnologias estudiadas. (Colejo et al. 2018) observaron un efecto aditivo cuando se
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combinaba la radiaciéon UVC con el plasma frio en salmén ahumado. Con anterioridad,
Gachovska et al. (2008) demostro el efecto aditivo al combinar la luz UVC con pulsos
eléctricos en zumo de manzana. Reverter-Carrion et al. (2018) al estudiar la
combinacion de tecnologias (UHPH-UVC), obtuvieron un efecto aditivo en la
inactivacion de esporas bacterianas y fungicas en tampon fosfato. Sin embargo,
Sauceda-Galvez et al. (2019), determinaron un efecto sinérgico utilizando la misma
matriz con la misma tecnologia, al observar que la UHPH provocaba cambios en la
pared de las ascosporas fungicas, lo cual aumento su susceptibilidad a la radiacion
UVC.

Un factor importante a tener en cuenta cuando se combinan dos o mas tecnologias, es el
orden en que estas se aplican. En un estudio realizado por Maktabi et al. (2011)
observaron que al combinar la radiacion UVC con radiaciones laser y, alternativamente,
con microondas o un tratamiento térmico moderado, los resultados de letalidad
obtenidos eran diferentes, consiguiendo una mayor letalidad al aplicar en primer lugar la
tecnologia laser, seguida de la térmica y finalmente la radiacion UVC. Finalmente, no
solo el orden de aplicacion es importante sino también si se aplica de forma secuencial o
simultaneamente. Asi, Char et al. 2010 demostraron que al aplicar la radiaciéon UVC de
manera simultanea a los pulsos eléctricos se conseguian letalidades mas elevadas sobre

E. coli que si se aplicaban secuencialmente.
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Tabla 9: Recopilacion de algunos estudios que utilizaron la combinacién de tecnologias de procesado.

Tecnologia 1

uvC

uvc

uvC

uvcC

uvC

uvC

uvcC

uvC

Tecnologia 2

Pulsos eléctricos

Ultrasonidos

Léser y
microondas o calor

Calor

Calor

Plasma frio

UHPH

UHPH

Microorganismo

E. coli

E.coli
S. cerevisiae

E.coli
L. monocytogenes
Shewanella putrefaciens
Pseudomonas fragi
Micrococcus luteus

Esporas de Bacillus spp.

E. coli
Pseudomonas flourescens
S. cerevisiae

L. monocytogenes
L. innocua
Aeromonas hydrophila
Plesiomonas shigelloides
S. Typhimurium
Salmonella Enteritidis,

Ascosporas de Talaromyces

macrosporus

Ascosporas de Neosartorya spinosa

Esporas de B. subtilis

Esporas G. stearothermophilus
Alicyclobacillus acidoterrestris

A. niger

Matriz

Zumo de
manzana

Zumo de

manzana y

naranja

Suspension en

medio

Buffer

Zumo de

zanahoria y

naranja

Salmén ahumado

Zumo de
manzana

Tampén

Efecto

Se observo un efecto aditivo pero no sinérgico para inactivar E. coli
en el jugo de manzana.

El uso en continuo de ambas tecnologias tenia menor eficacia que si
la aplicacion era de manera simultanea

Los tratamientos de manera combinada mostraron una reduccion
mayor que de manera individual. El orden de los tratamientos
también tuvo una influencia significativa.

La inactivacion UV de Bacillus coagulans aumentd sinérgicamente
al aumentar la temperatura de tratamiento de 25 a 60 ° C.

Ciertas combinaciones de UVC y calor suave (45 y 50 ° C) para el
procesamiento de la mezcla de jugo de zanahoria y naranja
provocaron efectos sinérgicos en la inactivacion de E. coli y P.
fluorescens ATCC 49838, alcanzando hasta 6 reducciones logisticas
en la poblacién

Mostraron efecto aditivo sobre la letalidad de los microorganismos
pero no ausencia completa de L. monocytogenes

Debido a los cambios en la estructura de la pared celular de las
ascosporas se aumenta la susceptibilidad a la radiacion UVC,
mostrando un efecto sinérgico de estas dos tecnologias.

Incremento moderado en la letalidad de B. subtilis. Efecto aditivo
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I1. Hipotesis y objetivos

Il. HIPOTESIS DE PARTIDA y OBJETIVOS

1. Hipotesis de partida

Como se ha planteado anteriormente, para poder definir bien un tratamiento realizado por
radiacion UVC, es necesario conocer de manera adecuada las caracteristicas basicas del
reactor. El reactor utilizado en este estudio (Patente n°® 2 965 766 B2), permite realizar
tratamientos de alimentos liquidos y semiviscosos a temperaturas controladas (2-95 °C).
Permite aplicar tratamientos UVC a temperaturas superiores a 50 °C sin que disminuya el
rendimiento de la ldmpara, debido a la refrigeracion constante de esta. El grosor de la capa
por la que circula el alimento a tratar es inferior a 1 milimetro, lo que es importante para
alimentos con un alto coeficiente de absorcion. Ademas, el reactor es ampliable mediante la
union secuencial o en paralelo de mas reactores UVC, pudiendo crear suficientes turbulencias
y mezclando los alimentos para asegurar que todo el volumen del alimento sea irradiado.

Para la validacion del equipo UVC se han considerado diferentes tipos de alimentos liquidos
de pH neutro. Uno de ellos ha sido la leche, que es una de las matrices liquidas de pH neutro
mas estudiadas dentro del campo de las tecnologias de procesado no térmicas, incluida la
UVC. A diferencia de la leche, hay muy pocos estudios en el campo de los tratamientos por
luz UVC, dedicados al licuado de soja o al té verde, a pesar de que son alimentos con un
consumo cada vez mas elevado, por lo que el estudio del efecto de estos tratamientos reviste
un gran interés.

Otra caracteristica fundamental de este reactor es que su disefio permite la conexion en
continuo con otros equipos. Como consecuencia, se planted la posibilidad de la union de dos
tecnologias de procesado no térmicas para superar los inconvenientes que cada tecnologia
tiene de forma individual en relacion a la efectividad de la eliminacion de los
microorganismos, y en este caso se selecciono la UHPH.

Por un lado, la luz UVC actua a nivel de genoma y causa dafios irreversibles en la replicacion
de los microorganismos. Sin embargo, cuando se trata de esporas flngicas, debido a la
naturaleza de estas esporas y en concreto de las conidiosporas de Aspergillus niger que
contienen una gran cantidad de pigmentacion (melanina) que les protege de la radiacion UVC,
los tratamientos no son tan eficientes. En este caso, los fendmenos fisicos de letalidad de la
UHPH permite alcanzar un mayor grado de inactivacién. Ademas, la accién fisica de la

UHPH permite la estabilizacion de emulsiones y la reduccién considerable del tamario de
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particula, lo que favorece la estabilidad fisica de los alimentos liquidos, asi como en algunos
casos la inactivacion de enzimas. Adicionalmente, la combinacién de tecnologias de
procesado utilizando tratamientos mas suaves, puede preservar las caracteristicas
organolépticas y nutricionales de los alimentos para conseguir una mayor aceptabilidad por
parte del consumidor. Por lo tanto, se espera que en los tratamientos UHPH, UVC o la
combinacion de ambos con condiciones de tratamiento mas suaves, puedan conseguir un
mejor resultado, obteniéndose un mayor efecto, ya sea sinérgico, aditivo o complementario,
que el conseguido mediante la aplicacion de las tecnologias de manera individualizada.

Por las razones citadas anteriormente, se plantea el estudio del efecto microbiocida de
tratamientos UVC aplicados en diferentes matrices, asi como del efecto combinado de la
radiacion UVC y de la UHPH, definiendo los pardmetros 6ptimos de su aplicacion combinada

para lograr resultados equivalentes a los tratamientos de esterilizacion comercial.

2. Obijetivo general

La presente tesis doctoral se enmarca dentro del proyecto de investigacion nacional
AGL2014-60005-R del Ministerio de Economia y Competitividad del Gobierno de Espafia,
titulado “Obtencion de alimentos liquidos estériles mediante la aplicacion conjunta de UHPH-
UVC”, que tiene como objetivo general la obtencion de alimentos liquidos inocuos mediante

la amplicacion combinada de tratamientos UHPH y luz UVC.

3. Objetivos especificos

Determinar la letalidad causada en esporas y células vegetativas de microorganismos de
diferentes tratamientos UVC aplicados en matrices alimentarias con distintas propiedades
intrinsecas y determinar los parametros de aplicacion que permitan alcanzar la maxima

letalidad en los microorganismos ensayados.

Validar las condiciones de tratamiento combinado UHPH-UVC més eficaces, en matrices

alimenticias reales inoculadas con los microorganismos mas resistentes.

Obtener modelos matematicos predictivos para determinar la letalidad de los diferentes
microorganismos en funcion de los parametros aplicados en los tratamientos UVC y de las

las propiedades de la matriz.
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I1l. PLAN DE TRABAJO

Para poder cumplir con los objetivos anteriormente propuestos, se realizaron tres disefios
experimentales segin la matriz evaluada: licuado de soja (Figura 7), leche entera y leche

desnatada (Figura 8) y té verde (Figura 9).

Inicialmente, se validé el tratamiento por UVC mediante un estudio en el que se combinaron
diferentes variables fundamentales para el efecto del tratamiento UVC: la dosis, el caudal/ n°
de revoluciones por minuto (RPM), el nimero de entradas en el tinel (NET) y la temperatura
durante el tratamiento. De esta forma se definieron 3 tratamientos basicos (T1, T2, T3; véase

seccién IV. Material y métodos, punto 5.2.).

Las matrices alimentarias seleccionadas fueron alimentos liquidos de pH neutro, debido a su
mayor susceptibilidad en cuanto a un posible crecimiento microbiano posterior al tratamiento.
Por ello, las matrices liquidas seleccionadas fueron: 1) té verde, con un coeficiente de
absorbancia bajo, 2) leche entera y leche desnatada, con un coeficiente de absorbancia medio,
en la que ademés se determind el efecto que tienen los glébulos de grasa (turbidez) en el

tratamiento, y 3) bebida de soja, con un coeficiente de absorbancia alto.

En todas las matrices se evalud la letalidad de las esporas de Bacillus subtilis, seleccionado
como microorganismo referencia en los tratamientos por UVC, aplicando los 3 tratamientos
(T1, T2 y T3). En el licuado de soja y el té verde, se estudié también la letalidad sobre
conidiosporas de Aspergillus niger y células vegetativas de Escherichia coli (bacilo Gram
negativo) y Listeria monocytogenes (bacilo Gram positivo). En el caso del té verde, se ensayo
el efecto de la UVC a diferentes temperaturas (4, 20 y 55 °C) para determinar su posible
efecto aditivo o sinérgico en la letalidad de las esporas de B. subtilis. También se estudiaron
los factores que de cada matriz podian afectar a la penetracion de la radiacion UVC y por lo

tanto de su efectividad.

Los tratamientos UHPH se aplicaron en matrices de cierta complejidad coloidal (leche entera,
leche desnatada y licuado de soja). Las condiciones seleccionadas fueron relativamente
suaves: 200 MPa a una temperatura de entrada de 60 °C en ambas matrices, y de 100 MPa a la

misma temperatura en el licuado de soja.
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En el caso de los procesos combinados, se utilizaron todos los tratamientos UHPH
mencionados anteriormente, ademéas de aplicar tratamientos UVC especificos para cada
matriz. Para el licuado de soja se optd por utilizar el tratamiento T2, considerando que con
dicho tratamiento se obtutenian resultados asimilables a una pasteurizacion, con la intencion
de que al combinarlo con los de UHPH se obtuvieran resultados asemejables a una
esterilizacion comercial. En el caso de la leche entera y desnatada, el tratamiento combinado
se realizo con los tratamientos T1y T3 para determinar si el efecto de las variables nimero de
pases/caudal/RPM influian al combinarla con la UHPH, asi como para determinar el posible

efecto de los globulos de grasa sobre cada uno de los tratamientos realizados.
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Figura 7: Disefio experimental de todos los tratamientos realizados sobre licuado de soja.
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Figura 8: Disefio experimental de todos los tratamientos realizados sobre leche entera y leche desnatada.
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Figura 9: Disefio experimental de todos los tratamientos realizados sobre té
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IV. Materiales y métodos

IV. MATERIAL y METODOS

1. Microorganismos utilizados en este estudio

Los microorganismos utilizados en el presente estudio fueron: E. coli CECT 423, L.
monocytogenes CECT 4031, B. subtilis CECT 4002 y A. niger CECT 2574. Todos ellos se
obtuvieron de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Universidad de Valencia,

Valencia, Espafia).

1.1. Recuperacion y preparacion de indculos

1.1.1 Conidioesporas de A. niger

El liofilizado de A. niger se rehidratd en 9 mL de caldo de triptona y soja (TSB, Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido), y se incub6 a 30 °C durante 24 h. Del cultivo obtenido se
sembraron placas de Petri que contenian agar con dextrosa de patata (PDA, Oxoid) y se
incubaron a 30 °C durante 7 dias. Después de la incubacion, se agregaron 3 mL de caldo
nutritivo (NB, Oxoid) directamente sobre el cultivo de la placa de Petri, raspando la superficie
del cultivo con un asa de Digralsky. A la suspension obtenida, se le afiadieron 9 mL de caldo
NB (Oxoid) y se dejo incubar a 30 °C durante 24 h. Posteriormente, se inoculé un tubo de NB
(Oxoid) con 1 mL de la suspensién de esporas y se dejé incubar a 30 °C durante 48 h.
Posteriormente, se transfirieron 2 mL de este cultivo a frascos de Roux que contenian agar
con extracto de malta [MEA: 30 g de extracto de malta (Biolife, Milan, Italia), 3 g de peptona
de carne (Conda, Madrid, Espafia) y 15 g de agar (Oxoid) en 1 L de agua destilada] y se
incubaron a 30 °C hasta alcanzar la tasa maxima de esporulacién, lo que sucedia tras

aproximadamente 15 dias.

La recuperacion de las conidiosporas de A. niger se realizd en base al procedimiento descrito
en la norma UNE-EN 1650: 2008 (AENOR, 2008) con algunas modificaciones. Se utilizé 20
mL de Tween 80 (Scharlab, S.L., Sentmenat, Espafia) estéril al 0,05% (v/v) para recoger las
conidiosporas de los frascos de Roux con ayuda de un asa Digralsky. Posteriormente, se
sometid la suspension a la accion de ultrasonidos con una frecuencia de 40 kHz (Branson
2510, Ultrasonics, Danbury, Estados Unidos) durante 10 min, tras lo que se filtr6 con un

embudo Biinchner estéril con un poro de 0,44 um (Labbox, Matard, Espafia), colmatado con
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lana de vidrio estéril (Panreac, Castellar del Vallés, Espafia). Finalmente, la suspension
filtrada se recogi6 en un tubo estéril para ser utilizada el mismo dia del tratamiento.

Para asegurar que se disponia de un nimero suficiente de conidiosporas (al menos 10°/mL) se
realizd su recuento mezclando 10 pL de la suspension con 10 uL. de colorante Trypan Blue
Stain (ThermoFisher Scientific, Whaltam, Estados Unidos), utilizando una camara Birker
(BlauBrand, Alemania) y un microscopio optico (ML 2000, Euromex, Arnhem, Holanda) a

40x aumentos.

1.1.2 Esporas de B. subtilis

La esporulacién de B. subtilis se realizé siguiendo el procedimiento descrito en la norma EN-
13704: 2002 (AENOR, 2002) con modificaciones. Para ello se rehidratd el cultivo liofilizado
en 10 mL de caldo de glucosa y triptona [TGB: 2,5 g de extracto de levadura (Oxoid), 5 g de
triptona (Oxoid), 1 g de glucosa (Sigma -Aldrich, St. Louis, EE.UU.) en 1 L de agua destilada
y pH ajustado a 7,2], y se incubo durante 24 horas a 30 °C. Posteriormente, se transfirieron 2
mL del cultivo a diversos frascos de Roux con agar de extracto de levadura [MYA: 10 g de
extracto de carne (Oxoid), 2 g de extracto de levadura (Oxoid), 15 g de agar (Oxoid) y 0,04 g
de MnSO4-H20 (Merck, Darmstadt, Alemania) en 1 L de agua destilada], que se incubaron a
30 °C durante 30 dias, para poder alcanzar concentraciones de esporas muy elevadas. A
continuacidn, se recolectaron las esporas agregando 20 mL de agua destilada estéril al frasco
de Roux, raspando la superficie con la ayuda de un asa Digralsky. La suspension se centrifugo
a 10.000 g durante 20 min a 4 °C, utilizando una centrifuga Sigma 4K15 (Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Alemania). El sedimento obtenido se re-
suspendio con 15 mL de agua destilada estéril, realizando en tres ocasiones sucesivos lavados
en las mismas condiciones de centrifugacion. El sedimento resultante se resuspendi6é en 30
mL de agua destilada estéril y se someti6 a un tratamiento térmico a 75 °C durante 10 min
para asegurar la eliminacion de las células vegetativas. La suspension de esporas resultante se

almacend a 4 °C hasta su uso.
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1.1.3. Células vegetativas de E. coli y L. monocytogenes

Se procedié a la recuperacion de ambos microorganismos siguiendo las indicaciones del
protocolo de recuperacion de lioflios de la CECT (CECT, 2019). A continuacion, se elaboro
una crioteca para la conservacion de las cepas. A partir de un cultivo puro de los
microorganimos obtenido en medio nutritivo solido de Agar de Triptona y Soja (TSA,
Oxoid), se transfirio una colonia aislada al tubo conteniendo esferas pososas (criobolas) y un
medio crioprotector (Microkit, Madrid, Espafia). El tubo se agitdé vigorosamente durante 1
minuto y se dejé reposar durante otro minuto mas. A continuacién, se retiré el liquido
sobrante con una pipeta Pasteur estéril. Los viales de la crioteca se conservaron congelados a -
18 £ 2 ° C hasta su uso.

Para recuperar los microorganismos de las criotecas, las criobolas se suspendieron en caldo
TSB (Oxoid) y se incubaron 18 - 24h a 37 °C, tras lo que se procedio a sembrar placas de
Petri con TSA (Oxoid), que se incubaron durante 18 - 24h a 37 °C. Posteriormente se realiz0
la suspension de algunas colonias en una solucion salina al 0,9%, hasta obtener una
suspension de densidad 1,0 y 1,5 de la escala McFarland para L. monocytogenes y E. coli,
respectivamente, con un densitdbmetro (Densimat, Biomérieux, Crappone, Francia). Estos
valores corresponden a una concentracion de aproximadamente 108 UFC/mL. La suspension

se prepard el mismo dia del tratamiento.

2. Origen vy preparacion de las matrices utilizadas

Para poder realizar un estudio lo mas completo posible del efecto de los tratamientos UVC y
su combinacion con la UHPH, se seleccionaron matrices alimentarias liquidas de diferentes
caracteristicas interferentes a la penetracion de la radiacion UVC, y por tanto, a su
efectividad. En base a esto, las matrices escogidas para el estudio fueron: leche de vaca entera
y desnatada, para determinar el efecto de los glébulos de grasa, con un coeficiente de
absorcion alto (en la leche entera) y medio-bajo (en la leche desnatada); licuado de soja, con
un coeficiente de absorcion medio-alto, y finalmente té verde, con un coeficiente de absorcion

bajo.
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2.1. Preparacion del té verde

La matriz utilizada en los ensayos tanto microbioldgicos fue una preparacion basada en bolsas
comerciales de infusion de té verde (Pompadour Ibérica S.A., Alicante, Espafa). Se llevd a
ebullicién agua descalcificada con un hervidor de ebulliciéon rapido HI-35 (Saivod, Zorlu
Group, Estambul, Turquia) y se vertid 1 L en un recipiente de cristal Pyrex previamente
esterilizado que contenia 5 bolsitas de té (1,5 g por 200 mL). El contenido se infusiono
durante 3 min a 80 + 3 °C. Una vez finalizado el tiempo de infusionado, las bolsas se retiraron
de la botella y el matraz se enfrié en un bafio de agua fria hasta que el contenido alcanzé la

temperatura ambiente. La infusion se utiliz6 el mismo dia del tratamiento.

2.2. Leche entera y leche desnatada

Para todos los andlisis microbioldgicos, la leche entera que se utilizd fue comercial
esterilizada mediante UHT y con un contenido de materia grasa del 3,5 %. Por el otro lado, la
leche desnatada también fue comercial esterilizada mediante UHT y con un 0,2 % de materia

grasa.

2.3. Licuado de soja

Para la inoculacion con los cultivos de microorganismos se utilizé un licuado de soja
comercial ecoldgico, esterilizado mediante un procedimiento UHT con un contenido en soja
del 14%.

3. Procedimiento de inoculacion de las muestras

Se inocularon, por separado, 10 mL de la suspensiones de E. coli o L. monocytogenes, o 1 mL
de la de B. subtilis 0 A. niger en cada 1 L de té verde o licuado de soja. En el caso de la leche
entera y la leche desnatada, se inoculé sélo 1 mL de B. subtilis en 1 L de cada matriz. El

volumen inoculado garantizd una concentracion inicial minima de 10° UFC/mL.

4. Analisis microbioldgico de las muestras

De cada muestra se realizd un banco de diluciones con una solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) consistente en 0,24 g de KH2PO4 en 1 L de agua destilada y pH ajustado a 7,4
(Panreac). El recuento se realiz6 por duplicado en los medios de cultivo especificos para cada
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microorganismo: Brilliance™ E. coli/coliformes (Oxoid), para E. coli; ALOA® (Biomérieux,
Cornella de Llobregat, Espafia) para L. monocytogenes; y Rose Bengal Chloramphenicol Agar
(Oxoid) para A. niger. En el caso de B. subtilis se utilizé el medio TSA enriquecido con un
0,6% de extracto de levadura (Oxoid). Posteriormente se incubaron durante 24 horas a 37°C
para el recuento de E. coli y B. subtilis, 48 horas a 37°C para el recuento de L. monocytogenes

y 48 horas a 30 °C para el recuento de A. niger.

Transcurrido el periodo de incubacién correspondiente, se procedid al recuento de las
colonias caracteristicas en cada medio. Para calcular la letalidad producida por cada uno de

los tratamientos se utilizo la siguiente Ecuacion 3.

: Ny
Letalidad = Log ( >

N+1 Ecuacion 3

Donde: N, es el numero inicial de colonias presentes en las muestras antes de los

tratamientos, expresadas en UFC/mL y N es el nimero de colonias después de someter las

muestras a los tratamientos con radiacion UVC, UHPH o la combinacién ambas tecnologias,

expresado en UFC/mL.

5. Aplicacion de los tratamientos con radiacion ultravioleta de onda corta (UVC

5.1. Caracteristicas del reactor UVC

Se utilizé un reactor UVC (UV-Therm, Ypsicon S.L., Barcelona, Espafia; Patente Europea n®
2 965 766 B2). Las caracteristicas basicas del reactor se presentan en la Tabla 10. Este
reactor esta compuesto por un deposito de 5 L de capacidad que alimenta el circuito mediante
una bomba peristaltica Flowmaster FMT300 (ISMATEC Lab. GmbH, Wertheim-Mondfeld,
Alemania). La bomba es capaz de regular el flujo de circulacién del fluido, y en consecuencia,
el tiempo que el fluido permanecera en el reactor UVC. La muestra circula desde el depdsito
al reactor UVC a través de un tubo de silicona. El reactor tiene una capacidad de 673 mL de
volumen total y consta de dos lamparas UVC de mercurio de baja presion (UV-Consulting
Peschl Espafia, Castellén, Espafia), con una potencia eléctrica total de 55 W y una irradiancia
de 41 mW/cm?. Cada una de las lamparas esta protegida por con un tubo de cuarzo (UV-
Consulting Peschl Espafia) de 2 mm de grosor, dejando un espacio radial para que circule el

alimento de aproximadamente 1 mm.
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La seccidn interna del reactor UVC consta de diferentes cilindros concéntricos (Figura 10):
entre las secciones A 'y B circula aire para refrigerar la lampara UVC; entre las secciones B y
C circula la matriz alimentaria (1 mm de ancho), y en el Gltimo cilindro concéntrico (entre
secciones C y D) circula agua procedente del bafio termostatico (PolyScience, Illinois, USA)

para poder controlar la temperatura a la que se realizan los tratamientos UVC.

D C B
Tubos de acero inoxidable Tubo de cuarzo

A
Lampara UVC

Figura 10: Esquema de la seccion interna de una de las lamparas del reactor UVC.

Tabla 10: Caracteristicas técnicas del reactor UVC

R1 Radio exterior del cilindro (cuarzo) 14 mm
R2 Radio interior del cilindro (acero inoxidable) 15 mm
Espacio de separacion entre los cilindros
d . 1 mm
(matriz)
\V Volumen tratado 70 mL
S Superficie de la lampara 673 cm?
L Longitud ld&mpara 765 mm
P Potencia eléctrica de entrada a la lampara 55 W
wW Potencia UVC total emitida 27,6 W
lo Irradiancia UVC emitida 41 mW/cm?
Uy Caudal utilizado 3858 L/h
Q RPM utilizadas 5-500 RPM
L n°® de lamparas 2

5.2 Tratamientos de UVC aplicados a las muestras

En la Tabla 11 se muestra las condiciones de tratamiento (dosis UVC, caudal, tiempo de

exposicion y temperatura) aplicadas a cada matriz. Una vez tratadas, las muestras se
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recogieron asépticamente en una cabina de bioseguridad Telstar PCR Mini-V (Telstar,

Terrassa, Espafia), en envases estériles, que se conservaron en refrigeracion (4 °C) hasta su
analisis.
Tabla 11: Condiciones de aplicacion de los tratamientos UVC.

Temperatura de

. Dosis Caudal Tiempo .
Tratamientos RPM tratamiento
(J/mL) (mL/s) (s) 3
(°C)
10 5,83 43 12
20 2,92 21 24
) 40 1,46 12 48 4
Desglose tratamiento 1
80 0,73 6 96 20
(T1)
100 0,58 5 120 55
120 0,47 3 144
160 0,27 15 192
10 180
20 360
] 40 720
Desglose tratamiento 2
80 41,87 300 1440 20
(T2)
100 1800
120 2160
160 2880
10 180
20 360
. 40 720
Desglose tratamiento 3
80 64,60 500 1440 20
(T3)
100 1800
120 2160
160 2880
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5.3. Célculo de la dosis de los tratamientos realizados

Para la dosis que recibe la matriz para cada uno de los tratamientos realizados se utilizé la

siguiente ecuacion (Ecuacion 4).

E=1"t Ecuacion 4

Donde E corresponde a la dosis UV que ha recibido la matriz, expresada en # 1

2
corresponde a la intensidad que recibe la matriz, expresada en —S ytes el tiempo, expresado

en segundos, de exposicion de la matriz alimentaria a la fuente de radiacion.

5.4. Determinacién de la intensidad recibida en las matrices

Para poder calcular la intensidad que reciben las matrices estudiadas durante el tratamiento se

utiliz6 la Ley de Lamber-Beer (Ecuacion 5).

[ =1, e Fcd Ecuacion 5

Donde I y I, corresponden a la intensidad de la UVC expresada en mW/cm?; I corresponde a
la intensidad que recibe la matriz en un punto determinado y I, corresponde a la intensidad
qgue emite el reactor. La constante k corresponde al coeficiente molar o coeficiente de
absorcion del alimento liquido, expresado en L/mol/cm, c es la concentracion de solutos de la
muestra con capacidad de absorber intensidad de luz UVC expresada en mol/L, y finalmente
d es la profundidad o distancia conseguida o que ha de atravesar la luz UVC, expresada en

cm.

5.5. Determinacion del grado de turbulencia del flujo

Para determinar el tipo de flujo con el que circulé la matriz por el reactor (en concreto cuando
pasO por la ldmpara con un espacio de 1 mm), se procedié a la medicién del namero de
Reynolds (Re), segln la férmula descrita por Burton (1951) (Ecuacion 6).

D-vp

Re = L
u Ecuacion 6

Donde D es el diametro del tubo (m) o diametro equivalente en el caso de tubos con secciones

no circulares, v es la velocidad promedio de flujo (m/s), p es la densidad del fluido (kg/m®) y
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M es la viscosidad del fluido expresada en Pa-s o kg/(m-s).

Para poder calcular el diametro interno equivalente del reactor UVC se utilizé la formula de la

geometria anular simplificada llamada “Narrow Slot Approximation” (Ozbayoglu y Omurlu

2006) (Ecuacion 7) para fluidos newtonianos.

d. =0,816(d, — d;) Ecuacion 7
Donde el diametro equivalente de corresponde a una constante (0,816), d; es el didmetro

exterior y d, el diametro interior del cilindro del reactor UVC.

Una vez aplicada la formula de Burton (Ecuacion 6), el flujo se considera laminar cuando el
valor de Re es menor que 2100, mientras que un valor de Re por encima de 4000 indica una

condicion de flujo turbulento.

5.6. Célculo de la dosis UVC e irradiancia de los tratamientos

Para poder calcular la energia emitida por la lampara UVC por unidad de superficie se realiz6
una radiometria, mientras que para poder realizar el mismo calculo pero por unidad de

volumen se realizé una actinometria.
5.6.1. Radiometria

La irradiancia (mW/cm?) de la lampara se midio utilizando un radiémetro de mano UVM-CP

y un sensor calibrado 90155 (UV-Consulting Peschl®, Mainz, Alemania).

5.6.2. Actinometria

La actinometria permite calcular la cantidad de radiacion UVC incidente sobre un volumen de
reactivo a través de una reaccion fotoquimica. Para su medicion se procedié segun la
metodologia descrita por Rahn (1997), segun la cual los compuestos resultantes de la foto-
reaccion pueden determinarse analiticamente. La solucion elegida para realizar esta reaccion
fue una solucién de yoduro/yodato. Para poder elaborar la solucion de yoduro de potsasio se
utilizé 0,0010 M de borato de sodio (Na:B4+O7 - 10H.0, Panreac) con 0,1 M deiodato de
potasio (KIOs, Panreac). A continuacion se aford hasta 1 L la solucion anterior con una

solucion 0,6 M de ioduro de potasio (KI, Panreac).

La solucidn de yoduro de potasio se paso a través del reactor UVC, recolectando las muestras

después de cada uno de los tratamientos. A continuacién, se midié su absorbancia a una
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longitud de onda de 352 nm, usando un espectrofotdmetro Nanophotometer Pearl (IMPLEN,
Munich, Alemania). Las muestras tratadas se diluyeron 10 veces con agua destilada.

Para poder calcular la potencia de las lamparas del reactor de UVC se utilizé la formula

matematica propuesta por Bolton y Linden (2003) (Ecuacion 8).

_ (40D35,)(V)(23.786,4)
(D(1+0,02(T —20,7))A Ecuacion 8

MP
Donde:
Hwe = Dosis de UV aplicada de la lampara de UV en mJ/cm?

AO0D;5, = Absorbancia de la muestra irradiada o de la muestra sin tratar (blanco) medida a
352 nm

V = Volumen de la muestra irradiada en L (0,07 L)

| = Paso de la luz por la solucion en cm (en el reactor utilizado era de 0,1 cm)
T = Temperatura del tratamiento, expresado en °C

A = Area de la muestra tratada por la radiacion UVC (700 cm?)

23.786,4: Constante (mJ/cm?) utilizada tomando en cuenta la ganancia cuéntica, el
coeficiente de absorcion molar y el factor de conversion de Einsteins, especifica para las
lamparas LPM-UV.

6. Aplicacion de los tratamientos de homogenizacion a presion ultra- alta (UHPH)

Para este propdsito, se utilizd un homogeneizador de presion ultra-alta modelo Stansted
FPG12500 (Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Reino Unido) con un caudal de 15 L/h. El
equipo dispone de dos intensificadores que estan impulsados por una bomba hidraulica y el
sistema de alimentacion de los intensificadores (pistones) se realiza mediante una bomba de
membrana. El producto pasa por una valvula de presion, consistente en una combinacion de
aguja y un asiento de circonio, con un angulo de corte de 60 + 0,5° en la aguja y de 45 + 0,5°
en el asiento, que permiten alcanzar presiones de hasta 350 MPa. Para minimizar el efecto
térmico, se emplazaron dos intercambiadores de calor en espiral (Garvia, Barcelona, Espafa)

antes y después de la valvula de presion. Durante los tratamientos se determinaron las
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temperatura alcanzada en la matriz en diferentes puntos clave del equipo: en el tanque de
alimentacion (T%), antes del paso por la valvula UHPH (T?n), inmediatamente después de la

valvula UHPH (Tava) y la temperatura de salida del producto (T?fi).

Dependiendo de las matrices utilizadas y los microorgsnimos inoculados, los tratamientos de
UHPH aplicados fueron diferentes: (1) El licuado de soja inoculado con esporas de B. subtilis
o0 conidiosporas de A. niger se tratd a 100 y 200 MPa en una sola etapa, con temperaturas de
entrada (T?n) de 20 y 60 °C para cada nivel de presion (2) la leche entera y la leche desnatada
inoculadas con esporas de B. subtilis se trataron a una presion de 200 MPa en una sola etapa,
con una Tén de 20 °C.

Todas las muestras tratadas fueron recogidas en condiciones de esterilidad en una cabina de
flujo laminar Telstar PCR Mini-V (Telstar).

7. Combinacion de tratamientos UHPH vy UVC

Las mismas matrices tratadas por UHPH también lo fueron en combinacién con UVC para
evaluar un posible efecto sinérgico o aditivo de ambas tecnologias. En el caso del licuado de
soja, tras el tratamiento UHPH a 100 y 200 MPa a 20 y 60 °C, se le aplicé las condiciones de
tratamiento T2 de radiacion UVC. En el caso de la leche entera y la desnatada, el tratamiento
aplicado por UHPH fue de 200 MPa a 20 °C, para posteriormente aplicar las condiciones de
tratamiento se sometieron a las condiciones de tratamiento T1y T3 por UVC.

8. Limpieza vy desinfeccion de los equipos

Antes de cada tratamiento, todos los equipos se desinfectaron haciendo recircular una
solucion de hipoclorito de sodio al 0,1% (40 g/L de cloro libre) durante 10 min a 20 °C. A
continuacion, se hizo circular 10 L de agua descalcificada estéril, para eliminar
completamente cualquier residuo de desinfectante. Después de los tratamientos, el circuito se
limpid recirculando una solucién de jabon alcalino no espumoso Capture-VC16 (Diversey
Espafia, Viladecans, Espafia) a 60 °C durante 15 min, para eliminar los restos de matriz
alimentaria. A continuacion, se circularon 10 L de agua para enjuagar los restos de jabén y, a
continuacion el circuito se desinfectd circulando una solucion al 0,1% de hipoclorito de sodio

durante 10 min, a 20 °C. Finalmente, los restos de desinfectante se aclararon bombeando 10 L
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de agua descalcificada estéril. Se recogié una muestra del agua de enjuague de cada equipo y
se analiz6 microbiol6gicamente antes de cada tratamiento, para asegurar que los equipos

empleados durante los tratamientos no aportaran contaminacion.

9. Caracterizacion de las matrices

Antes de realizar los tratamientos UVC, UHPH y la combinacion, se realizaron diferentes
analisis fisicoquimicos de caracterizacion de las matrices con la finalidad de determinar su

influencia en la respuesta de la letalidad.

9.1. Absorbancia a 254 nm vy espectro de absorcién

Tanto el coeficiente de absorcion (a 254 nm) como el espectro de absorcion (200 a 800 nm)
de todas las matrices evaluadas en este estudio se midié con un espectrofotometro modelo
Nanophotometer Pearl (IMPLEN GmbH, Munchen, Alemania) con cubetas de cuarzo de 10
mm (Fisher Scientific, Hanover, Illinois, EE. UU.). Para que las absorbancias entraran dentro
del rango fiable de lectura del espectrofotometro se realizaron diferentes diluciones. En el
caso del té verde, para calcular el coeficiente de absorcion se realizd una dilucion en agua
destilada 1/100, mientras que para realizar su espectro de absorcién fue de 1/1000. En el resto
de matrices alimentarias para ambos pardmetros la dilucién en agua destilada fue de 1/1000.

9.2. Turbidez

La turbidez de todas las muestras se midid con un turbidimetro portatil modelo (EPA) 2100Q
(HACH, Hospitalet de Llobregat, Espafia). En el caso del té verde la lectura fue directa, pero
en la leche entera, leche desnatada y el licuado de soja se realiz6 una dilucién 1/1000 en agua
destilada. Las unidades se expresaron como unidades NTU (Unidad Nefelométrica de
Turbidez).

9.3. pH
El pH de las matrices se midio directamente utilizando un medidor de H modelo pH basico-20

(Crison, Barcelona, Espafia) con una temperatura del producto de 20 °C.

9.4. Viscosidad

La viscosidad se determind utilizando un viscosimetro modelo Ostwald 1293 (CIVEQ,

Ciudad de México, México). Se calculé midiendo del tiempo que tarda la matriz analizada en
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recorrer dos puntos marcados. Todos los analisis se realizaron a 24 °C. La férmula utilizada
para calcular la viscosidad relativa final fue la siguiente (Ecuacion 9).
,_ Pt is

w=pu— Ecuacion 9
Donde u' representa la viscosidad relativa de la matriz evaluada, expresada en Pascales por
segundo (Pa-s), u es la viscosidad relativa al agua, expresada en Pa-s. En la fraccion, p es
densidad del agua de la expresada en g/mL y t el tiempo que tarda ésta en recorrer las dos
marcas estipuladas en el viscosimetro. En el denominador de la fraccion, p’ es la densidad de
matriz evaluada multiplicada por el tiempo t’ que tarda la matriz en recorrer todo el circuito
del viscosimetro. Todos los parametros de la matriz evaluada y del agua, en la ecuacién se
igualan frente a la misma temperatura de medicion, en nuestro caso a 24 °C.
9.5. Densidad
La densidad de todas las matrices se determind con un densimetro comercial hidrometro-
aerometro, modelo HYDR-100-001 (Labbox) y las unidades se obtuvieron mediante la

siguiente relacion (Ecuacion 10).

_ m
pP= Ecuacién 10

Donde p representa la densidad expresada en g/mL, m es la masa expresada en gramos y v el

volumen expresado en mL.

10. Andlisis de los datos y obtencidn de modelos estadisticos

10.1. Anélisis estadistico

De cada experimento se realizaron un minimo tres ensayos independientes. Cada una de las
muestras obtenidas en cada ensayo se analizé por duplicado (n > 6). Los resultados obtenidos
se analizarons mediante un analisis de la variancia (ANOVA), con un contraste a posteriori
mediante el test de Tukey, para la comparacion entre las cuatro matrices empleadas asi como
también para cada uno de los tratamientos realizados y microorganismos inoculados. El
analisis se realizé6 mediante el sistema de analisis de datos STATISTICA versién 7 (StatSoft,
Inc., 2004, California, Estados unidos). Se establecio una p < 0,05 para considerar un nivel

estadisticamente significativo.
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10.2. Modelos estadisticos

Se realizo la modelizacion estadistica de los resultados obtenidos con las diferentes matrices
y microorganismos despuées de los tratamientos UVC (T1, T2 y T3). De esta manera, se
obtuvieron diferentes modelos que constan de una variable respuesta, la letalidad, y diferentes
variables explicativas o independientes: (1) Logc correspondiente a cantidad de
microorganismos inoculados, expresados en log UFC/mL, (2) UVC, la dosis de radiacion
UVC, expresada en J/mL, (3) caudal del tratamiento, expresado en mL/s y (4) NET o ndmero

de pases en valor absoluto.

En los cinco modelos obtenido la variable Logc se combina con diferentes variables
explicativas. En el caso del modelo 1 presenta la combinacion de las variables dosis y caudal
con un ajuste lineal; en el modelo 2, solo se tiene en cuenta el valor NET o nimero de pases,
con un ajuste lineal; el modelo 3 se ajusta cuadraticamente el nimero de pases o valor NET;
el modelo 4, las variables utilizadas son la dosis, el caudal y el valor NET con un ajuste lineal
y finalmente el modelo 5, ajusta cuadraticamente las variables dosis, caudal y valor NET.
Ademas, se realiz6 un analisis de la varianza mediante un ANOVA para determinar el efecto
de las diferentes matrices en la letalidad obtenida por los tratamientos UVC de esporas de B.
subtilis comparandolas 2 a 2. Los p-valores obtenidos se corrigieron mediante la correccién
de Tukey.

Todos los modelos estadisticos utilizados se realizaron en el Servei d’Estadistica Aplicada de
la UAB con el software SAS v9.4, Institute Inc., Cary, NC, USA. Las decisiones estadisticas

se realizaron tomando en cuenta un nivel de significacion el valor p < 0,05.

10.3. Cinéticas de inactivacion y calculo del valor Dy 4D

Para determinar las curvas de inactivacion de los diferentes tratamientos UVC (T1, T2 Y T3)
se utilizo el software de libre distribucion GlnaFiT, desarrollado en la Universidad Catdlica
de Lovaina, y que utiliza Microsoft © Excel como soporte. Con este software se obtuvieron
diferentes curvas de supervivencia lineales y no lineales a través de los diferentes modelos
disponibles: bifasico (Cerf, 1977), Weibull (Mafart et al. 2001), Weibull con cola (Albert y
Mafart, 2005), Doble Weibull (Coroller et al. 2006) y modelos bifasicos con hombro

(Geeraerd, Valdramidis y Van Impe, 2005). El software GInaFiT proporciona los valores
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necesarios para determinar la idoneidad de ajuste del modelo. Utilizando el valor de RMSE
mas pequefio y un coeficiente de correlacion (R?) mas elevado, se obtenidon las curvas que

presenton una cinética de inactivacion con el mejor ajuste.

Ademas de obtener modelos lineales-logariticos, con el programa GlnaFiT se obtienen
estimaciones de pardmtetros que pueden proporcionar informacion sobre los mecanismos
destructivos, resistencia al estrés, concentracion celular residual, eficiencia del tratamiento,
entre otros. Uno de los parametros proporcionados es el valor 4D, que es la dosis necesaria
para reducir 4 log de cada uno de los microorganismos testados en las matrices utilizadas.
Este parametro aplica tanto a curvas lineales-logariticas como a las no lineales (Buchanan et
al. 1993), mientras que el valor Dy solo es aplicable a los modelos lineales logariticos.

Las ecuaciones utilizadas para poder realizar los diferentes modelos se detallan a

continuacion:

Modelo bifasico (Cerf, 1977) (Ecuacion 11):

logio(N) = 10g10(NO) + log10 ( f * e Kmaxit 4 (1 — f) x e Kmaxat ) - o 19
Donde:

NO es la concentracion del indculo inicial,

t es el tiempo;

f es la fraccion de la poblacion inicial en una subpoblacion mayor;

(1) es la fraccién de la poblacion inicial en una subpoblacién menor y

kmax1 Y kmaxz SON las tasas especificas de inactivacion de las dos poblaciones,

respectivamente.

Modelo lineal (Bigelow y Etsy, 1920) (Ecuacién 12):

Kmax*
log,o(V) = log10(N(0)) — (-2

Ln(10) Ecuacion 12

Donde:

N es la densidad celular microbiana;
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NO es la concentracion del indculo inicial;

t es el tiempo;

kmax €s la constante de inactivacion de primer orden y
Ln (10) representa el tiempo de reduccion decimal.

Modelo lineal logaritmico con cola (Geeraerd, Herremans y Van Impe, 2000) (Ecuacion 13):

logN = log10 (100810 — 10109Nres) ) — e (kmax ©) 4. 1 loNres euncion 13
Donde:

N representa la densidad celular microbiana;

NO es la concentracion del indculo inicial,

Nres €S el nimero de subpoblacion de bacterias resistentes;

tesel tiempoy

kmax €S la tasa de inactivacion de la parte logaritmica lineal de la curva.

Modelo lineal logaritmico con hombro (Geeraerd et al. 2000, 2005) (Ecuacion 14):

NO+e(“Kkmax*t) x o (kmax*Sl

- (1+(ekmax*Sh - 1) e(~kmax*t)

Ecuacién 14

Donde:
NO concentracion del in6culo inicial;
t tiempo;
kmax €s la tasa de inactivacion y
S1 son los grados de libertad utilizados para la estimacion de parametros por GlnaFiT.

Modelo lineal logaritmico con hombro y cola (Geeraerd et al. 2000, 2005) (Ecuacion 15):

(( 1010310(1\[(0)) — 1010g10(Nres)) % e("Emax*D) 4 o(Kmax~SD
— log10(Nres)
loglo (N) 10‘910 (1 + (e(knmx'sn - 1) % e(—Kmax*t) +10

Ecuacion 15
Donde:
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NO concentracion del indculo inicial,

Nres el nimero de subpoblaciones de bacterias resistentes,

t tiempo;

kmax €S la tasa de inactivacion y

S1 son los grados de libertad utilizados para la estimacion de parametros por GlnaFiT.
Modelo biféasico con hombro (Geeraerd et al. 2005) (Ecuacién 16):
oa10()

. exp(kmax1 = S1)
= log10 (NO) + log10 | f+exp(—kmax1+1)« oG 50

1+ (exp(kmax1 = S1) — 1 » exp(—kmax1 # t)) + 1(1 — f) » exp(—kmax2 = t) = .,
(1+ (explimat + SI) — 1) exp(—kmaxt « 0=/ EcUacION 16

Donde:
NO es la concentracion bacteriana inicial;
t es el tiempo;
kmax1 Y kmax2 SON las tasas de inactivacion especificas de las dos poblaciones y

S1 = son los grados de libertad utilizados para la estimacion de parametros por

GlnaFiT.

Modelo de Weibull (Mafart et al. 2001) (Ecuacion 17):

t
— — (=P
log 1, (V) loglO(N(O)) (6) Ecuacion 17
Donde:
N representa la densidad celular microbiana;
NO la densidad celular microbiana inicial;

t es el tiempo;

0 es un pardmetro de escala indicado como el tiempo para la primera reduccion

decimal y

p es el parametro de forma que describe la concavidad o convexidad de la curva. Si

p> 1 la curva muestra convexidad y si p <1 la curva es concava.
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Modelo de Weibull con cola (Albert y Mafart, 2005) (Ecuacion 18):

3
_ logNO _ 1nlogN (-x)7P logN ]
log,y(N) =1log10 ((10 10 “’5)) *100 07 + 10795 g0y acion 18
Donde:
Nres es el numero de subpoblacion de bacterias resistentes;
NO es la concentracion bacteriana inicial;

N representa la densidad de las células microbianas;

0 es un parametro de escala indicado como el tiempo para la primera reduccion

decimal y

p es el parametro de forma que describe la concavidad o convexidad de la curva. Si p>

1 la curva muestra convexidad y si p <1 la curva es concava.

Modelo Doble Weibull (Coroller et al. 2006) (Ecuacion 19):

N (Y (£
N@) = —2—[10 (5;) +a +10 (%) 5
1+ 10« Ecuacion 19
Donde:
N es el nUmero de bacterias resistentes;
NO es la concentracién bacteriana inicial;
t es el tiempo;
o1 es el parametro que indica el tiempo para la primera reduccion decimal;

02 es el pardmetro que indica la fase de crecimiento estacionario del cultivo y

p es el parametro de forma que describe la concavidad o convexidad de la curva. Si p>

1 la curva muestra convexidad y si p <1 la curva es céncava.
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V. RESULTADOS y DISCUSION

1. Caracterizacion y evaluacion del reactor UVC

Las caracteristicas funcionales del reactor UVC han afectado notablemente en los resultados
obtenidos en las diferentes matrices evaluadas al aplicar los tratamientos de radiacion UVC
(T1, T2 0 T3). Uno de los factores principales a tener en consideracion en el reactor utilizado
en este estudio, fue que la distancia que debe recorrer la luz UVC para atravesar radialmente
toda la matriz es de 1 mm, siendo éste uno de los pocos reactores que permiten conseguir un
espacio tan reducido. La disminucién del recorrido que debe realizar la radiacion UVC,
aumenta su exposicion lo que permite conseguir una mayor efectividad del tratamiento (Lu,
Li, y Liu, 2011). En contrapartida, la reducida distancia dificulta el que se pueda generar el
flujo turbulento incluso cuando se aplican caudales elevados en matrices con densidad y
viscosidad similares al agua. Como se observa en la Tabla 12, en el tratamiento T3 el que se
aplica el caudal méas elevado el valor de Reynolds es de 1015, por lo que sigue siendo
laminar, ya que no se alcanza el valor de 2100 a partir del cual ya empieza a producirse este
fendmeno (FDA, 2001).

El flujo turbulento, es de especial relevancia en la efectividad de la UVC, se ha observado que
aumenta su efecto letal incluso en matrices que tienen un alto coeficiente de absorcién (Matak
et al. 2005; Choudhary et al. 2011; Lu et al. 2011; Bandla et al. 2012;). Este aumento de
letalidad se debe a que se incrementa la probabilidad de contacto de la matriz con la zona méas
cercana a la fuente de emision de la radiacion UVC (Koutchma et al. 2009). Por lo tanto, en el
efecto de la UVC no solo es importante la dosis aplicada sino también la posicién y distancia
a la fuente emisora de UV durante el tiempo de exposicion (Koutchma, 2016). Hasta la fecha
las dos estrategias planteadas con anterioridad son las que mas se han utilizado en el disefio de
los reactores de UVC de flujo continuo con el fin de superar la interferencia de una elevada
absorbancia de la UVC vy la turbidez asociada a ciertas matrices alimenticias (Koutchma,
2017).

Ante la imposibilidad de crear un flujo turbulento en el espacio por donde circula la matriz,
debido a que la zona de tratamiento tiene un didmetro de 1 mm, se estudié la posibilidad de
incrementar la probabilidad de contacto de la matriz con la zona méas cercana a la fuente de

emision haciendo recircular la matriz a través del reactor. En este caso el tiempo de
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exposicion o la dosis de UVC aplicada se ve condicionada por la velocidad o caudal de flujo y
por el numero de ciclos. Asi cuanto mayor fue el caudal aplicado mayor nimero veces debia
recircularse la matriz para conseguir un mismo tiempo de exposicién o dosis UVC.

A mayor velocidad de funcionamiento de la bomba peristaltica, mayor caudal y velocidad de
recirculacion, por lo tanto, mas entradas y salidas. El resultado es que en los tratamientos T2 y
T3, el numero de veces que la matriz pasa por el reactor es diferente al variar la velocidad
programada (RPM) por la bomba peristaltica, aun recibiendo la misma dosis de UVC (J/mL).
A medida que aumenta el tiempo del tratamiento, la dosis aplicada en la matriz también
aumenta. Por tanto, la diferencia fundamental viene dada por las RPM programadas en la
bomba peristaltica, dando un diferente nimero de entradas y salidas de una particula, o
microorganismo presente en el producto. Por ejemplo, como se puede observar en la Tabla
12, en el tratamiento T2 a dosis de 160 J/mL donde el producto esta recirculando durante
2880 segundos (48 minutos), se puede comprobar que a una velocidad de la bomba
peristéltica de 300 RPM el caudal es de 41,87 mL/s y se consigue 241,17 entradas y salidas
del alimento testado. En cambio si se observa en el tratamiento T3 donde la velocidad de la
bomba peristéltica es de 500 RPM vy el caudal es de 64,6 mL/s, las entradas y salidas son
372,1 para conseguir la misma dosis (160 J/mL). En el caso del tratamiento T1, el caudal se
adaptd para poder conseguir un mismo numero de entradas y salidas del reactor
independientemente de la dosis aplicada para, de esta manera, comprobar si el nimero de
entradas y salidas del reactor influye de manera significativa en la letalidad de los

microorganismos testados.
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Tabla 12: Célculo del numero de entradas y salidas del reactor o numero NET y valor Reynolds de cada uno de las condiciones de

tratamiento UVC.

Tratamientos

Desglose tratamiento 1 (T1)

Desglose tratamiento 2 (T2)

Desglose tratamiento 3 (T3)

Dosi (J/mL)

10
20
40
80
100
120
160
10
20
40
80
100
120
160
10
20
40
80
100
120
160

Caudal (mL/s)

5,83
2,91
1,46
0,73
0,58
0,47
0,27

41,87

64,60

62

Entradas/salidas del reactor
(N° NET)

15,07
30,15
60,29
120,59
150,73
180,88
241,17
23,26
46,51
93,02
186,05
232,56
279,07
372,10

RPM

43
21
12
6
5
3
15

300

500

Tiempo de
exposicion (s)
12
24
48
96
120
144
192
180
360
720
1440
1800
2160
2880
180
360
720
1440
1800
2160
2880

Reynolds

105
52
26
13
10

9
7

658

1015
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Para obtener el nimero de entradas y salidas de la matriz dentro del reactor, el primer
paso fue calcular el caudal (mL/s) de cada una de las velocidades programadas en la
bomba peristaltica. Una vez fijado el caudal, se calculd el tiempo que tarda una porcion
de la matriz en atravesar la longitud de la lampara (673 cm). En particular el volumen
para llenar el espacio entre la lampara y pared externa con la longitud de ésta es de 70
mL. Para poder estandarizar los tratamientos, se recalcul6 en base a un volumen de

muestra tratada de 1000 mL.

A este concepto se le llamard Numero de Entradas al Tunel o NET que hace referencia
al nimero de veces que una particula entra y sale de un tanel o lampara UVC y por lo
tanto cambia de posicion (distancia a la fuente de emisién UVC) y se expresa mediante

la siguiente férmula (Ecuacion 20).

t'L:Cy

NET = Ve Ecuacion 20

Donde t corresponde al tiempo del tratamiento, expresado en segundos, L al nimero de
lamparas del reactor, Ca el caudal al que circula la matriz, expresado en mL/s y
finalmente V¢ que es el volumen total de alimento que esta circulando por el circuito,

expresado en mL.

Por ejemplo al calcular en nimero NET o nimero de entradas al tanel del tratamiento
T3 en una dosis de 160 J/mL.: se conoce que el caudal al que se trabaja es de 64,6 mL/s,
el tiempo de tratamiento transcurrido para lograr 160 J/mL es de 2880 segundos y el
volumen de la muestra es de 1000 mL. De esta manera el NET de estas condiciones es
de 372,1.

2880-2-64,6
1000

372,1 = NET =

El resultado seria que este volumen determinado de matriz en 2880 segundos de
circulacion entra y sale del reactor 372,1 veces.

La hipdtesis central de este fenOmeno se basa en los conceptos observados ya por
Koutchma (2009), que describe las limitaciones de la luz UVC como método de
inactivacién microbiana. Segun esta autora, los microorganismos deben estar expuestos

directamente a la radiacion UVC para absorber sus fotones, estimando que para lograr la
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inactivacion de los microorganismos estos tienen que estar expuestos a una dosis de al
menos 1 mJ/cm? para causar un dafio genético irreversible.

Cuando un liquido es opaco o turbio, como el licuado de soja o la leche, los fotones
UVC no pueden penetrar profundamente en el liquido, por este motivo hay que conocer
la profundidad efectiva de penetracion de las matrices a 254 nm. En este caso,
utilizando la ecuacion de Lambert-Beer (Ecuacion 3) y sabiendo que el paso de la
matriz en el reactor del presente estudio es de 1 mm, se puede calcular el limite de la

distancia efectiva donde la dosis es de 1 mJ/cm? (Tabla 13).

Tabla 13: Calculo de la distancia efectiva, expresado en mm en la que la dosis recibida

es proxima a 1 mJ/cm? con una intensidad de 41 mW/cm?.

Matriz Dosis recibida (mJ/cm?) Distancia efectiva (mm)

Té verde 1,632 1

1,035 0,02
Leche UHT entera
0,86 0,021
Leche UHT 1,005 0,061
desnatada 0,946 0,062
. ) 1,030 0,032
Licuado de soja

0,918 0,033

De esta manera podemos observar que la leche entera, al tener el coeficiente de
absorcion mas elevado en comparacion a las otras matrices (Tabla 16), la distancia
donde se asegura llegar a 1 mJ/cm?, es mas reducida. En el caso del té verde, se puede
observar que la dosis recibida es superior al 1 mJ/cm?en todo el espacio por donde pasa
la matriz, por lo tanto se concluye que la distancia efectiva del tratamiento es todo el
diametro del reactor (1 mm).

Con estos resultados, es necesario crear un sistema UVC que esté disefiado para
asegurar que todas las particulas o porciones de volumen en algin momento circulen lo
mas cercano posible a la superficie de la lampara, esto mejorara la eficacia de la

inactivacién microbiana de la radiacion UVC. Conociendo el espacio de efectividad es

64



V. Resultados y discusion

posible calcular la Probabilidad que una Particula pase por Zona Letal del Tunel o NEZ
y se calcula mediante la siguiente formula (Ecuacién 21).

NEZ =P - NET Ecuacion 21

Donde: P es la probabilidad de que la particula o0 microorganismo con un tamafio de 1
pm pueda entrar en el espacio de efectividad o zona letal y se expresa mediante la

siguiente férmula (Ecuacion 22).

AZ

P= Ecuacioén 22

Donde: AZ; es el ancho de la zona letal (que va a depender de la matriz analizada),
expresado en um, finalmente AT; que es el ancho del tinel o el espacio por donde pasa

la matriz, expresado en pm.

Para poder desarrollar los céalculos, consideramos que el tamafio de la particula
analizada fuera de 1 pm (TP) y 1000 um del paso de la matriz (AT). Segln la matriz el
ancho de la zona letal (AZ), variard. En otras palabras, la probabilidad de que la

particula o microorganismo pase por la zona letal cambiaré segin la matriz (Tabla 14).

Tabla 14: Célculo de la probabilidad que una particula se ubique en la zona efectiva

(mm) segln la matriz utilizada con una intensidad de 41 mW/cm?.

Té Leche Leche Licuado de
verde entera desnatada soja
Zona efectiva
0,02 0,061 0,032
(mm)
Probabilidad 100% 2% 6,1% 3,2%

Una vez calculada la probabilidad, se pueden conocer el valor de NEZ. En la siguiente
Tabla 15, para obtener la dosis de 160 J/mL, podemos calcular sobre la probabilidad de
gue a medida que aumentamos el numero de pases, la probabilidad de que los
microorganismos se posicionen en el area efectiva de penetracion descrita para la leche,

aumenta.
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Tabla 15: Célculo del valor NEZ para la dosis de 160 J/mL en cada uno de los
tratamientos UVC (T1, T2 y T3) con una intensidad de 41 mW/cm?.

Valor NEZ
NET a 160 -
Té Leche Leche Licuado de
J/mL _
verde entera desnatada soja
Tratamiento 1 1,01 0,04 0,122 0,064
Tratamiento 2 241,17 4,82 14,71 7,72
Tratamiento 3 372,10 7,44 22,70 11,91

2. Caracterizacion de las matrices utilizadas

La Tabla 16 muestra los valores obtenidos de las principales propiedades
fisicoquimicas de las matrices utilizadas en el estudio, que pueden influir en la
efectividad de los tratamientos de radiacion UVC aplicados. En cuanto a los valores de
pH, se puede observar que todas las matrices se acercan a la neutralidad, y tienen una
densidad y viscosidad similares al agua. Por lo que respecta a la absorbancia y la
turbidez, la leche desnatada, la leche entera y el licuado de soja pueden clasificarse
como matrices de alta absorbancia, aunque se pueden observar diferencias entre ellas.
Leche entera presento los niveles mas altos de absorbancia a 254 nm y turbidez, seguida
por el licuado de soja y la leche desnatada. El té verde fue la matriz que presentd los

valores de absorbancia y turbidez mas reducidos.
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Tabla 16: Principales caracteristicas fisicoquimicas de las matrices utilizadas en este

estudio.
Té verde Leche desnatada Llcggf; de Leche entera
Absorbancia
a254nm 14,2 + 0,03 264 +0,03 500 + 0,04 801 + 0,02
(cm?)
Turbidez
2125+0054 18.416+00408  °>983% 77.967 %
(NTU) 0,0408 0,0121
pH 6,67 + 0,02 6,68 + 0,02 6,34 + 0,01 6,67+ 0,01
Viscosidad
0,91 £0,01 1,707 £ 0,01 4,047 +0,03 2,082 +£ 0,01
(Pa-s)
Densidad
1,002 + 0,00 1,037 +£ 0,00 1,014 + 0,00 1,033 + 0,00
(g/mL)

NTU: Unidades nefelométrica de turbidez

Si se evalla el espectro de emision de la ldmpara de LPM junto con los espectros de

absorcién de las diferentes matrices utilizadas en este estudio (Figura 11) se puede

observar como la leche entera fue la matriz con mas capacidad de absorber los fotones

emitidos por la luz UVC, seguida por el licuado de soja y la leche desnatada. En

cambio, en el caso del té verde, el pico de maxima emision de la ldmpara LPM no

interfirio en la disponibilidad de los fotones de luz UVC.
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Figura 11: Espectro de absorcion de las diferentes matrices utilizadas en este estudio

con el espectro de emision de la lampara de LPM.

3. Efecto de las matrices en B. subtilis sequin el tratamiento aplicado

En la evaluacion global del efecto de los tratamientos UVC en la letalidad de B. subtilis
en funcion de la matriz alimentaria, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre los valores de letalidad segln si la matriz utilizada tiene
un bajo coeficiente de absorcion (té verde) o si, por lo contrario, este coeficiente es
mayor como en el caso de la leche entera, desnatada y licuado de soja, en este ultimo

caso no se apreciaron diferencias estadisticas (p > 0,05) entre estas matrices (Tabla 17).

Tabla 17: Efecto de la aplicacion de UVC en comparaciones dos a dos.

Matriz Matriz p*

Té verde Leche desnatada 0,0005
Té verde Licuado de soja <0,0001
Té verde Leche entera <0,0001
Leche desnatada Licuado de soja 0,0675
Leche desnatada Leche entera 0,9237
Licuado de soja Leche entera 0,2155

*p < 0,05 diferencias estadisticamente significativas
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3.1. Efecto de los tratamientos T1

Al comparar el comportamiento de las esporas de B. subtilis en cada una de las matrices
tratadas (Figura 12), se pudo observar que el té verde siguio una pauta muy diferente a
las otras matrices. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
en el efecto letal entre los resultados del té y los obtenidos en las otras matrices testadas.
Entre los resultados del licuado de soja y las leches entera y desnatada no se observaron
diferencias significativas (p > 0,05), siendo la letalidad obtenida de alrededor de 1 log
en todas las dosis evaluadas. Solo se observaron diferencias significativas (p < 0,05)
entre las 3 matrices de alta absorbancia cuando se aplicé la dosis de UVC maés alta (160
J/mL), en la que la leche entera presentd una mayor letalidad.
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A ——
=4 A
z A T
2 3 A I
& A -
= T
= 2
=
=
=1 5
. 1
80 100
Dosis (J / ml)

OTé verde Leche desnatada f@Licuado de soja M Leche entera

Figura 12: Niveles de reduccion de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en té verde, licuado de soja, leche entera y leche desnatada con el tratamiento T1 UVC a
diferentes dosis (J/mL). Los resultados se expresan como el logaritmo de los recuentos
iniciales menos los finales expresados en UFC/mL £ DS. Diferentes letras mayusculas

indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las matrices a igual dosis de UVC.
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3.2. Efecto de los tratamientos T2

En los tratamientos T2 (Figura 13), los resultados de letalidad en el té verde también
fueron significamente superiores (p < 0,05) respecto a las otras matrices en las dosis
mas suaves (20 y 40 J/mL), siendo el licuado de soja el que mostré una letalidad
inferior, especialmente a 40 y 80 J/mL (p < 0,05). A la dosis de 100 y 120 J/mL, la
letalidad del té verde y la soja fue inferior a la leche entera y desnatada (p < 0,05),
mientras que a la dosis mas elevada (160 J/mL), la letalidad obtenida fue similar en las

cuatro matrices.
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Figura 13: Niveles de reduccion de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en té verde, licuado de soja, leche entera y leche desnatada con el tratamiento T2 UVC a
diferentes dosis (J/mL). Los resultados se expresan como el logaritmo de los recuentos
iniciales menos los finales expresados en UFC/mL + DS. Diferentes letras mayusculas

indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las matrices a igual dosis de UVC.
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3.3. Efecto de los tratamientos T3

Al someter las muestras inoculadas con B. subtilis a los tratamientos T3 se observé que
el comportamiento de las 4 matrices sigui6 una tendencia en la letalidad bastante similar
(Figura 14). Solo a las dosis mas suaves (20 J/mL y 40 J/mL) se apreciaron diferencias
en la que el licuado de soja que mostré una letalidad significativamente inferior (p <
0,05) respecto a las otras 3 matrices. A partir de la dosis de 40 J/mL la diferencia en la

laetalidad obtenida entre las mdiferentes matrices fue muy leve o inexistente.
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Figura 14: Niveles de reduccién de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en té verde, licuado de soja, leche entera y leche desnatada con el tratamiento T3 UVC a
diferentes dosis (J/mL). Los resultados se expresan como el logaritmo de los recuentos
iniciales menos los finales expresados en UFC/mL + DS. Diferentes letras mayusculas

indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las matrices a igual dosis de UVC.

3.4. Efecto general de las matrices

Los resultados obtenidos al tratar la leche entera, leche desnatada y licuado de soja
siguen una tendencia bastante parecida debido a que las tres matrices se pueden
considerar que tienen un coeficiente de absorbancia alto. Seguin estos resultados, se

puede concluir que aumentando el valor NET se puede conseguir una mayor letalidad
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aplicando la misma dosis de UVC. En este caso, la dosis de UVC no fue un pardmetro
critico del proceso para conseguir eficacia germicida, tal y como expres6 Koutchma
(2016). Sin embargo, el valor de NET, en este reactor, fue critico para determinar el
nivel de letalidad de los microorganismos. Por lo tanto, para matrices de alto coeficiente
de absorcidn, el sistema UVC deberia de estar disefiado para asegurar que cada particula
0 porcion de volumen esté en algin momento en un punto dentro de la profundidad
efectiva en que la lampara incrementa su eficacia germicida, es decir, teniendo en

cuenta el valor NEZ calculado con anterioridad (Ecuacion 21).

Por otro lado, en el caso del té verde (matriz con coeficiente de absorbancia bajo) se
puede observar que el hecho de aplicar el tratamieto T1, T2 0T3, asociado a diferentes
valores de NET, no influye directamente en la letalidad de los microorganismos, ya que
la radiacion UVC puede penetrar facilmente a través de la matriz y alcanzar toda la
profundidad del reactor. Por lo tanto, en matrices de bajo coeficiente de absorcion, el
factor determinante en la efectividad del tratamiento es la dosis aplicada y no tanto en el
valor NET.

Resulta altamente complejo comparar los resultados obtenidos con los de diferentes
estudios (y autores) ya que, como se explicd en la introduccion (Figura 6), hay
diferentes variables que pueden influir sobre la efectividad de un tratamiento y no en
todos los casos se facilita toda la informacion necesaria para poder caracterizar el
tratamiento. Ademas, el poco consenso entre estudios en el momento de expresar las
dosis aplicadas dificulta el poder comparar resultados con otros estudios. Otra de las
limitaciones que se enfrenta esta tecnologia es que no se han encontrado referencias
previas sobre el efecto de la radiacién UVC en té verde y pocos estudios realizados en
licuado de soja. En consecuencia, los resultados obtenidos se compararan con los
descritos en estudios anteriores en los que se determino el efecto de la UVC sobre A.

niger, B. subtilis, E. coli y L. monocytogenes en otras matrices.
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4. Efecto de los tratamientos UVC sobre esporas de B. subtilis en diferentes
matrices

4.1. Té verde

En la Figura 15, se muestra la letalidad de las esporas de B. subilis tras diferentes
condiciones de tratamiento UVC. La tasa de letalidad aument6 de manera proporcional
a medida que incrementé la dosis de UVC en todos los tratamientos aplicados. Entre
los tratamientos T2 y T3 no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) cuando
se aplicaron las dosis entre 10 y 40 J/mL, pero si las hubo (p < 0,05) entre estos
tratamientos y el tratamiento T1. A partir de la dosis de UVC de 80 J/mL, en general se
consiguié una mayor letalidad (p < 0,05) con el tratamiento T3, alcanzandose una
reducciéon de 5 log con el tratamiento de 160 J/mL. La letalidad obtenida con los
tratamientos T1 y T2 fue muy similar y aument6 al incrementar la dosis, aunque fue

inferior a la obtenida con T3.
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Figura 15: Niveles de reduccion de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en té verde causados por diferentes tratamientos de radiacion ultravioleta consistentes
en diferentes dosis (J/mL) y nimero de pases (T1, T2 y T3). Los resultados se expresan
como el logaritmo de los recuentos iniciales menos los finales expresados en UFC/mL +

DS. Diferentes letras minuUsculas en las columnas de datos indican diferencias

73



V. Resultados y discusion

significativas (p < 0,05) entre tratamientos con el mismo nimero de pases (T) pero
diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas

(p < 0,05) entre tratamientos con diferente numero de pases pero igual dosis de UVC.

Un efecto a considerar en los tratamientos UVC, es la temperatura a la que se aplica, ya
que se han determinado cierta sinergia al aplicar en ciertas combinaciones de UVC y
temperatura suave (45 y 50 °C) (Garcia Carrillo, Ferrario y Guerrero, 2017). Por ello, se
evalud el posible efecto aditivo o sinérgico de la aplicacion de diferentes temperaturas
(4, 20 y 50 °C) en el tratamiento T2, en relacion a la letalidad de las esporas de B.
subtilis, determinandose que, en la condiciones aplicadas con el reactor utilizado, esta
factor no tuvo efecto en la letalidad obtenida, ya que no se observaron diferencias

significativas (p > 0,05) entre las diferentes temperaturas y dosis aplicadas (Figura 16).
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Figura 16: Niveles de reduccién de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en té verde causados por el tratamiento T2 a diferentes dosis (J/mL) y diferentes
temperaturas (4, 20 y 50 °C). Los resultados se expresan como el logaritmo de los
recuentos iniciales menos los finales expresados en UFC/mL £ DS. Diferentes letras

minusculas en las columnas de datos indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
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tratamientos a la misma temperatura pero a diferentes dosis de UVC. Diferentes letras
mayusculas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las diferentes

temperaturas pero igual dosis de UVC.

4.2. Licuado de soja

En la Figura 17 se pueden observar la letalidad obtenida en las esporas de B. subtilis y
la variacion de su comportamiento en funcion de las condiciones de tratamiento
ensayadas. En el tratamiento T1, no se consiguié sobrepasar 1 log de reduccion a
ninguna de las dosis estudiadas, aunque si se vio un cierto efecto letal al incrementarlas.
Sin embargo, cuando se aplicaron los tratamientos T2 y T3, la letalidad aumentd de
forma significativa (p < 0,05) al aumentar la dosis, siendo el tratamiento T3 mas
efectivo que el tratamiento T2 a partir de dosis de 80 J/mL. En el caso del tratamiento

T3, se alcanz6 una reduccion igual o superior a 5 log a partir de la dosis de 120 J/mL.
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Figura 17: Niveles de reduccién de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en licuado de soja causados por diferentes tratamientos de radiacion ultravioleta
consistentes en diferentes dosis (J/mL) y niamero de pases (T1, T2 y T3). Los resultados
se expresan como el logaritmo de los recuentos iniciales menos los finales expresados

en UFC/mL + DS. Diferentes letras minUsculas en las columnas de datos indican
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diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos con el mismo numero de pases
(T) pero diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre tratamientos con diferente nimero de pases pero igual
dosis de UVC.

4.3. Leche entera

En la Figura 18 se representan los resultados de letalidad obtenidos después de someter
leche entera inoculada con esporas de B. subtilis a diferentes tratamientos con UVC. Se
observa que, como en el caso del licuado de soja (Figura 17), la letalidad de los
tratamientos T1 es muy reducida (entorno al 0,5 log), independientemente de la dosis
aplicada. Igualmente, como en el caso del licuado de soja, al someterlas a los
tratamientos T2 y T3 se observd un aumento notable de la letalidad al incrementar la
dosis, especialmente a dosis de entre 20 y 80 J/mL, para posteriormente aumentar muy
paulatinamente. La letalidad solo fue significativamente superior (p < 0,05) en los
tratatamientos T3 respecto T2 a dosis de 20 y 40 J/mL. En esta matriz, en ninguno de
los tratamientos aplicados se alcanz6 una letalidad media de 5 log, consiguiendo la

letalidad méas préxima a este valor cuando se aplicé el tratamiento T3 a 160 J/mL.
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Figura 18: Niveles de reduccion de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en leche entera causados por diferentes tratamientos de radiacién ultravioleta
consistentes en diferentes dosis (J/mL) y numero de pases (T1, T2 y T3). Los resultados
se expresan como el logaritmo de los recuento iniciales menos los finales expresados en
UFC/mL % DS. Diferentes letras minlsculas en las columnas de datos indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos con el mismo nimero de pases
(T) pero diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre tratamientos con diferente numero de pases pero igual
dosis de UVC.

4.4. Leche desnatada

Al tratar con UVC la leche desnatada inoculada con esporas de B. subtilis (Figura 19),
la letalidad obenida varid segun el tipo de tratamiento aplicado. A cualquiera de las
dosis aplicadas, la letalidad obtenida en los tratamientos T1 fue muy reducidos (entrono
a 1 log), de forma similar a las otras matrices, especialmente del licuado de soja (Figura
17). Igualmente como en las otras matrices de alto coeficiente de absorcion, al aplicar
los tratamientos T2 y T3 se observé un aumento notable de la letalidad al incrementar la

dosis, especialmente a dosis de entre 20 y 80 J/mL, para posteriormente aumentar muy
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paulatinamente, observandose diferencias significativas (p < 0,05) entre los tratamientos
T2 y T3. Como en el caso de la leche entera, en esta matriz, en ninguno de los
tratamientos aplicados se alcanzo una letalidad de 5 log, siendo los mas préximos a esta
letalidad los tratamientos T3 a 120 y 160 J/mL.
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Figura 19: Niveles de reduccion de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en leche desnatada causados por diferentes tratamientos de radiacion ultravioleta
consistentes en diferentes dosis (J/mL) y namero de pases (T1, T2 y T3). Los resultados
se expresan como el logaritmo de los recuentos iniciales menos los finales expresados
en UFC/mL + DS. Diferentes letras mindsculas en las columnas de datos indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos con el mismo numero de pases
(T) pero diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre tratamientos con diferente nimero de pases pero igual
dosis de UVC.

5. Discusién del efecto de los tratamientos UVC sobre las esporas de B. subtilis en

diferentes matrices

En matrices con baja absorbancia podemos encontrar diferentes estudios realizados con

esporas de B. subtilis, utilizado cominmente como organismo de control en bioensayos
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en agua tratada con UVC, debido a su moderada resistencia. Las dosis necesarias para
su inactivacion son muy diferentes, ya que como se mencion anteriormente son varios
los factores que influyen en la letalidad microbiana (Figura 6). Ademas, en ocasiones
los resultados no pueden ser comparados, debido a que las dosis aplicadas difieren en
sus unidades, siendo dificil hacer la equiparacion por desconocimiento de las
caracteristicas del reactor.

En el caso del agua, la dosis necesaria para reducir entre 0,8 y una unidad logaritmica de
este microoganismo varian desde 18 mJ/cm? (Zhang, Zhou y Zhang, 2014), 36 mJ/cm?
(Chang et al. 1985) y 0,8 J/mL (Yousefzadeh et al. 2018). En otros estudios realizados
con modelos liquidos parecidos al agua pero con mayor coeficiente de absorcion (0,42
cm™) fue necesario aplicar una dosis de 20-22 mJ/cm? para conseguir una reducion de 1
log (Sommer et al. 1999). En la presente tesis, al tratar el té verde, la letalidad fue
superior a 1 log en la dosis minima aplicada (10 JmL ¢ 1053 ml/cm?) en los
tratamientos T1, T2y T3 (1,7, 2,23 y 2,3 log respectivamente).

Aplicando una dosis de 7,5 J/mL (759 md/cm?), Reverter-Carrion et al. (2018)
consiguieron una reduccion de 5 log en tampén PBS suplementado con caramelo (con
un coeficiente de absorcion de 26 cm™), usando el mismo reactor que en el presente
estudio y en un solo pase. Sin embargo, para alcanzar ese nivel de inactivacion en té
verde (14 cm™), en esta tesis fue necesario aplicar dosis mas elevadas, concretamente de
160 J/mL (equivalente a 166.460 mJ/cm?) con el T1 (un solo pase) (Figura 16).

Existe, por tanto, una gran variedad de dosis propuestas para reducir una cierta carga de
este microorganismo en matrices con un grado de interferencia muy bajo. Este
fendmeno se puede explicar, por un lado, por el disefio del reactor y por las propiedades
intrinsecas de la matriz. El té verde en particular, tiene un alto contenido en compuestos
antioxidantes que podrian absorber parte de la radiaciéon UVC, protegiendo de su accién

a los microorganismos presentes (Atomssa y Gholap, 2015).

En el caso de matrices con alto coeficiente de absorcion, concretamente en leche entera
y desnatada, Choudhary et al. (2011) estudiaron el comportamiento de tratamientos
UVC sobre otro microorganismo esporulado, B. cereus, con un coeficiente de absorcion
de 220 cm™ para la leche entera y 170 cm™ para la leche desnatada. En la presente tesis,

la absorbancia fue moderadamente mas elevada (801 cm™ para la leche de vaca entera y
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264 cm™ para la leche desnatada), posiblemente debido a que, la leche entera y
desnatada fueron leches comerciales tratadas térmicamente por UHT y homogenizadas.
La letalidad obtenida por Choudhary et al. (2011), fue de 2,65 log para la leche de vaca
entera y 2,75 log para leche desnatada, aplicando una dosis de 11.187 mJ/cm?, con un
Re mas elevado (713) y con un diametro interior del reactor de 1,6 mm,. Dicha letalidad
fueron similar a la obtenida en el presente estudio con el tratamiento T3 a una dosis de
40 J/mL (4.165,6 md/cm?) para la leche entera y de 20 J/mL (2.082,8 mJl/cm?) para la
leche desnatada (Figura 18 y 19). En cualquier caso, en ambos estudios, la eficiencia de
inactivacion fue mayor en la leche desnatada que en la leche entera, probablemente
debido a la diferencia entre los coeficientes de absorcion UVC de ambos tipos de leche
y su valor de la turbidez (Tabla 16). Similares resultados, fueron obtenidos por Matak,
(2004), quienes determinaron que en leche desnatada (0% en grasa), semidesnatada (2%
en grasa) y entera (3,25% en grasa) inoculada con una cepa subrogada de E. coli
0157:H7 (ATCC 25922), se conseguian letalidades superiores en la leche con menor
contenido en grasa.

En el caso del licuado de soja, Bandla et al. (2012) también evaluaron el efecto de UVC
en esporas de B. cereus, aunque el coeficiente de absorcién fue considerablemente
inferior (163 cm™) al licuado de soja de esta tesis (500 cm™). El reactor utilizado por
estos autores, era de tubo en espiral, con diferentes didmetros internos (de 1,6 mmy 3,2
mm), generando diferentes valores de Re, siendo més elevados que los conseguidos en
este estudio, y aplicando siempre la misma dosis de 11.187 ml/cm? En estas
condiciones, lograron reducciones de 3,22 log con el didmetro méas pequefio de 1,66 log
con el mayor didmetro interno con un Re de 1.376. En esta tesis se consiguieron
letalidades de 1,47 log para una dosis de 20 J/mL equivalente a 2.082,8 mJd/cm?en el
tratamiento T3 y de 4 log para una dosis de 80 J/mL equivalente a 8.323 mJ/cm?
(Figura 17).

Si bien segun los resultados de Choudhary et al. (2011) como Bandla et al. (2012) en se
concluye que en matrices de alta absorbancia el efecto del niumero Re influye en la
letalidad, basdndonos en nuestro resultados parece tener mas relevancia el nimero de
pases 0 NET. Este resultado puede explicarse por la teoria de capa limite planteada por
Prandtl (1925), en la que se explica que un fluido en movimiento tiende a perder

velocidad al estar en contacto con una pequefia capa adyacente del sélido, debido a las
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pérdidas por friccion. Asi, que en este caso, cuando la matriz estd en contacto con el
cuarzo de la lampara pierde velocidad, disminuyendo asi el numero Re, con la
posibilidad de que se creen capas laminares que no se intercambiarian con el resto de
capas que circulan turbulentamente (Re > 2.100) y, como consecuencia, disminuye su
efectividad asociada a a este factor.

Por lo tanto, en matrices de alta absorbancia, la aplicacion de tratamientos UVC en
reactores lineales en los que el espacio de la zona efectiva de tratamiento es muy
reducida, parece ser mas conveniente para incrementar la letalidad microbiana,

aumentar el nimero de pases o valor NET, que no aumentar el valor Re.

6. Efecto de los tratamientos UVC sobre conidiosporas de A. niger en té verde y

licuado de soja

6.1. Té verde

En la Figura 20, se muestra que, a diferencia de lo observado con B. subtilis, con el
tratamiento T3 no consiguid reducir 5 log de esporas de A. niger ni siquiera a la mayor
dosis de UVC, aunque si se consiguio la letalidad més alta de todos los tratamientos
aplicados. La letalidad obtenida, de forma similar a lo que se observo con B. subtilis
(Figura 16), aument6 a medida que se incrementd la dosis aplicada en los tres
tratamientos. De forma general, se apreciaron diferencias estadisticas (p < 0,05) entre
los tres tratamientos aplicados a las diferentes dosis, con excepcién de 40 J/mL y 160
J/mL, donde no se determinaron diferencias significativas (p > 0,05) entre el T2 y T3,
siendo el tratamiento T3 el que parece mostrar una mayor efectividad en cuanto a
letalidad de las conidiosporas de A. niger, como ya se observd con las esporas de B.
subtilis (Figura 16).
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Figura 20: Niveles de reduccion de los recuentos de conidioesporas de A. niger
inoculadas en té verde causados por diferentes tratamientos de radiacion ultravioleta
consistentes en diferentes dosis (J/mL) y namero de pases (T1, T2 y T3). Los resultados
se expresan como el logaritmo de los recuentos inicales menos los finales expresados en
UFC/mL % DS. Diferentes letras minlsculas en las columnas de datos indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos con el mismo nimero de pases
(T) pero diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias

significativas (p < 0,05) entre tratamientos con diferente nimero de pases pero igual
dosis de UVC.

6.2. Licuado de soja

La Figura 21 muestra los resultados obtenidos después de tratar con radiacion UVC el
licuado de soja inoculado con conidiosporas de A. niger. En este caso, también se
observo una tendencia en la letalidad muy similar a la obtenida con B. subtilis (Figura
17), especialmente en el tratamiento T1. A cualquiera de las dosis aplicadas del
tratamiento T1 la letalidad conseguida fue inferior a 1 log. Cuando se aplicaron los
tratamientos T2 y T3, la letalidad aument6 de forma significativa (p < 0,05) al aumentar

la dosis, siendo esta letalidad generalmente superior en los tratamientos T3 a partir de la
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dosis de 80 J/mL, obteniéndose a la dosis 160 J/mL una letalidad superior a 5
logaritmos.
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Figura 21: Niveles de reduccion de los recuentos de conidiosporas de A. niger
inoculadas en licuado de soja causados por diferentes tratamientos de radiacion
ultravioleta consistentes en diferentes dosis (J/mL) y nimero de pases (T1, T2 y T3).
Los resultados se expresan como el logaritmo de los recuentos inicales menos los
finales expresados en UFC/mL £ DS. Diferentes letras minusculas en las columnas de
datos indican diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos con el mismo
namero de pases (T) pero diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos con diferente nimero de pases

pero igual dosis de UVC.

7. Discusion del efecto de los tratamientos UVC sobre las conidiosporas de A. niger

Son pocos los estudios realizados con este microorganismo en matrices alimentarias
liquidas. Uno a tener en consideracion es el de Reverter-Carrion et al. (2018), que
lograron una reduccion de aproximadamente 4 log a 14,3 J/mL en una solucion de PBS

con caramelo (coeficiente de absorcion de 26 cm™) inoculada con esporas de A. niger.
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En este estudio, se trato el té verde (coeficiente de 14 cm™) con una dosis de 160 J/mL y
se obtuvo una reduccion de 4 log con los tratamientos T1 y T2, y de 80 J/mL con el
tratamiento T3 (Figura 20). Estos autores usaron exactamente el mismo reactor que en
esta tesis (UV-Therm, Ypsicon S.L., Barcelona, Espafia) y en las mismas condiciones.
No obstante, las tasas de letalidad de A. niger y B. subtilis obtenidas con el té verde, con
una matriz de coeficiente de absorcion parecido al PBS con caramelo, difieren
ampliamente de las obtenidas en el estudio de Reverter-Carrion et al. (2018). Estas
alteraciones llevan a pensar que los compuestos especificos de la matriz (té verde)
podrian desempefiar un papel protector, mermando la eficacia de la UVC, asi como el
formato de administrar una misma dosis, con 1 sélo pase (T1) o mdaltiples pases (T2 y
T3) donde los fendmenos NET podrian tener influencia (Atomssa y Gholap, 2015).

Respecto al licuado de soja, solo se puede realizar cierta comparacion con estudios
realizados en leche y horchata, como matrices con un alto coeficiente de absorcion. En
los estudios realizados en estas matrices, no se evalud la reduccion de A. niger, sino de
de forma mas genérica mohos y levaduras (Corrales et al. 2012; Engin y Karagul
Yuceer, 2012). En leche, la letalidad obtenida fue de 3,78 log en los recuentos de mohos
y levaduras tras aplicar una dosis de 13,87 J/mL (Engin y Karagul Yuceer, 2012),
mientras que en horchata la reduccion fue de 3 log con una dosis de de 4230 mJ/cm?
(Corrales et al., 2012). En esta tesis, para conseguir letalidades similares en el licuado
de soja inoculado con conidiosporas de A. niger fue necesaria la aplicar dosis entre 80
JimL (8.323 mJ/cm?) y 100 J/mL (10.414 mJd/cm?) con los tratamientos T2 o T3
(Figura 21). Dichas diferencias son explicables, tanto por las diferencias en los
coeficientes de absorcion de las matrices y sobre todo porque el hongo filamentoso
utilizado en el presente estudio en estado de conidiospora (A. niger) es considerado el
microorganismo mas UVC resistente hasta ahora conocido, debido a su pigmentacion,
la melanina (Jun et al. 2003; Begum et al. 2009; Esbelin et al. 2013).
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8. Efecto de los tratamientos UVC sobre E. coli en té verde v licuado de soja

8.1. Té verde

En este caso, se alcanzd una letalidad superior a 5 log en todas las condiciones de
tratamiento ensayadas (T1, T2 y T3), aunque la dosis necesaria varié segun el tipo de
tratamiento. En los tratamientos T1 y T2 dicha letalidad se obtuvo a partir de dosis de
80 J/mL mientras que con el tratamiento T3 con la primera dosis aplicada (10 J/mL) ya
se consiguidé una letalidad de 5 log. Ademas con este mismo tratamiento (T3) con una
dosis de 40 J/mL se obtuvo una letalidad completa (se lleg6 al limite de deteccion)
mientras que con el tratamiento T2 se necesitaron 120 J/mL, a pesar que no se
apreciaron diferencias significativas (p > 0,05) entre estos dos tratamientos (T2 y T3) a
partir de la dosis de 80 J/mL (Figura 22).
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Figura 22: Niveles de reduccion de los recuentos de E. coli inoculado en té verde
causados por diferentes tratamientos de radiacion ultravioleta consistentes en diferentes
dosis (J/mL) y numero de pases (T1, T2 y T3). Los resultados se expresan como el
logaritmo de los recuentos inicales menos los finales expresados en UFC/mL + DS.
Diferentes letras mindsculas en las columnas de datos indican diferencias significativas

(p < 0,05) entre tratamientos con el mismo namero de pases (T) pero diferente dosis de
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UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
tratamientos con diferente nimero de pases pero igual dosis de UVC.

8.2. Licuado de soja

Al tratar el licuado de soja inoculado con E. coli, se observo una tendencia similar a la
observada en los microorganismos anteriores (Figura 23). Con el tratamiento T1 la
letalidad se mantiene entorno a 1 log, no observandose diferencias significativas (p >
0,05) en ninguna de las dosis aplicadas. Los resultados varian cuando a las mismas
dosis se le aplican los tratamientos T2 y T3. En este caso, se observaron diferencias
significativas (p < 0,05) entre T1, T2 y T3 a todas las dosis excepto a la mas baja (20
J/mL). La letalidad obtenida en T2 y T3 aumentd de forma significativa al aumentar la
dosis, obteniéndose la letalidad completa (superior a 6 log) en el tratamiento T3 a una
dosis de 160 J/mL, aunque con una dosis de 120 J/mL ya se alcanz6 una letalidad

superior a 5 log.

7 cd

=

Cbce

thn

Cb

I
I
[=*]

[F5]

]

Letalidad [Log(No/N+1)]
£

120 160
Dosis (J/ mL) OoTl @T2 mT3

Figura 23: Niveles de reduccion de los recuentos de E. coli inoculado en licuado de
soja causados por diferentes tratamientos de radiacidén ultravioleta consistentes en
diferentes dosis (J/mL) y nimero de pases (T1, T2 y T3). Los resultados se expresan

como el logaritmo de los recuentos iniciales menos los finales expresados en UFC/mL +
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DS. Diferentes letras minusculas en las columnas de datos indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre tratamientos con el mismo numero de pases (T) pero
diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas

(p < 0,05) entre tratamientos con diferente numero de pases pero igual dosis de UVC.

9. Discusioén del efecto de los tratamientos UVC sobre E. coli

Al no encontrar estudios sobre el efecto sobre la letalidad de los tratamientos de UVC
en té verde, la discusion se realizara con matrices alimentarias con cierta similitud en el
coeficiente de absorcion, como son el té Roiboos (Monyethabeng y Kriigel, 2016) v el

zumo de manzana (Koutchma et al. 2004).

En el caso de té Roiboos para obtener una reduccion de 4,37 log de E. coli, fue
necesaria una dosis de 3,68 JJmL (Monyethabeng y Kriigel, 2016), mientras que en la
presente tesis fueron necesarias dosis de 10 J/mL en el tratamiento T2 y en el
tratamiento T3 para reducir 2,3 log y 5,1 log respectivamente (Figura 20). Esta
diferencia, puede ser debida como se comento anteriormente, a la distinta composicion
del té verde respecto al té Rooibos, el cual puede contener compuestos capaces de
absorber, dispersar o reflejar mejor la radiacion UVC (Atomssa y Gholap, 2015). Por el
contrario, en zumo de manzana clarificado con un coeficiente de absorcion de 5,7 cm™,
la reduccién obtenida tras un tratamiento de 15 J/mL con un flujo de 56,8 mL/s y un
pase fue de 1,4 log (Koutchma et al. 2004). Sin embargo, en el té verde con un
coeficiente de absorcion mayor (14 cm™), aplicando el tratamiento T3 con una dosis y
flujo similares se obtuvo una letalidad de 5 log UFC/mL (Figura 21).

Respecto a las matrices con un elevado coeficiente de absorcion, los estudios del efecto
UVC sobre E. coli se han evaluado tanto en licuado de soja como en leche.
Concretamente en el caso del licuado de soja, (Bandla et al. (2012) realizaron el estudio
de inactivacion mediante UVC con la misma cepa y la misma matriz que en este
estudio, aunque con un coeficiente de absorcion considerablemente menor (159 cm™).
Sin embargo, utilizaron un reactor con tubo en espiral con diferentes diametros internos
(1,6 mm y 3,2 mm), conseguiendo asi valores de Re mas elevados. En estas
condiciones, lograron reducciones de 5 log con el diametro interno méas pequefio (1,6
mm) y de 2,95 log con el diametro mas grande (3,2 mm de diametro interno) con una

valor Re mas alto (1.376) y una dosis de 11.187 mJ/cm?. Sin embargo, en el licuado de
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soja del presente estudio con un coeficiente de 500 cm™, para conseguir letalidades
similares con el tratamiento T3, fue suficiente una dosis de 20 J/mL (2.082,8 mJ/cm?) y
120 J/mL (12.482,02 mJ/cm?) para una reduccion de 3 y 5,1 log, respectivamente
(Figura 20). De esta manera, se ratifica que en matrices de alta absorbancia, la
aplicacion de tratamientos UVC en reactores lineales en los que el espacio de la zona
efectiva de tratamiento es muy reducida y el flujo es laminar, seria una buena estrategia
incrementar nimero de pases o valor NET para aumentar la letalidad microbiana.

En este sentido, Orlowska et al. (2014) al tratar licuado de soja, con un coeficiente de
absorcion de 162,1 cm™, inoculado con una cepa de E. coli (subrogada de E. coli
0157:H7) obtuvieron una reduccion de 0,5 log con una dosis de 4,45 mJ/cm?, tras 10
pases por el reactor con un flujo laminar. En esta tesis, con un numero de pases parecido
(15 pases) al aplicar el tratamiento T2, pero con una dosis final mucho mas elevada (20
JImL equivalente a 2.082,8 mJ/cm?), se consiguié una letalidad de 2,47 log. La
diferencia en la eficacia puede ser debida a diversos factores como la diferencia en el
coeficiente de absorcion de los licuados y la posible diferencia en la susceptibilidad de
las cepas utilizadas. Se ha evidenciado que la cepa de E. coli, del presente estudio es
mas resistente a la radiacion UVC que la cepa patdgena O157:H7, y posiblemente de su
subrogado (Murakami et al. 2006).

Son varios los estudios de evaluacion del efecto de los tratamientos UVC en la letalidad
en E. coli realizados con reactores diferentes y con cepas distintas. Uno de ellos se
realizd con la misma cepa de esta tesis, pero con un reactor de tubo en espiral de
diferentes diametros internos (1,6 mm y 3,2 mm) (Choudhary et al. 2011). En este caso,
se consiguiod las mayores letalidades con el reactor de menor diametro interno (4,1 log)
en leche cruda de vaca, con un nimero Reynolds (Re) de 713 (tasa de flujo de 3,3 mL/s)
y en leche de vaca desnatada de 7,8 log con un Re de 532 (tasa de flujo de 1,7 mL/s), en
ambos casos a una dosis de 11.187 mJ/cm?. También, Lu et al. (2011) estudiaron el
efecto de utilizar reactores con distinto diametro interno (1,5 mm, 2 mm, 3 mm), con un
flujo con un Re superior a 2.500 y con una cepa de E. coli distinta a la de esta tesis. Los
resultados de letalidad obtenidos en leche UHT entera fueron superiores a 6 log con
diametros de 1,5 mm y 2 mm a una dosis de 20,8 mJ/ cm? y 20,5 pases, mientras que
con el didmetro a 3 mm la reduccion fue de solo 4 log. Sin embargo, en el licuado de

soja del presente estudio, para sobrepasar los 6 log de reduccion, fue necesario aplicar
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una dosis mucho mayor, 160 J/mL (16.646 mJ/ cm?), utilizando un reactor con un
didmetro interno inferior (1 mm) (Figura 21), si bien hay que considerar que se
desconoce el coeficiente de absorcion de la leche y que la cepa de E. coli era mas
resistente (Murakami et al. 2006) que la utilizada en el estudio de Lu et al. (2011).

En otras investigaciones realizadas tratando por UVC leche, con cepas de E. coli
O157:H7, Matak, (2004), determin6 que en leche desnatada (0% en grasa),
semidesnatada (2% en grasa) y entera (3,25% en grasa) inoculada con una cepa
subrogada de E. coli O157:H7 (ATCC 25922), se conseguian letalidades de 2,27, 1,43 y
1,44, respectivamente, al aplicar dosis de solo 5,8 mJ/ cm? Crook et al. (2015),
consiguieron letalidades de 5 log con una dosis de 1,50 J/mL, aunque con un valor de
Re superior a 7.500. Finalmente, Yin et al. (2015) evalué el comportamiento de E. coli
0157:H7 irradiandola en una placa de Petri con la tapa abierta con 15,9 ml/cm?,
consiguiendo una reduccion de 2,95 log en leche entera pasteurizada (coeficiente de
absorcion de 476,2 cm™). Asi segln estos resultados, cabe suponer que las cepas de E.
coli O157:H7 serian mas sensibles que las cepas E. coli K12 o andlogas utilizadas
habitualmente en los estudios de radiacion UVC ya que se precisan dosis menores para

lograr una mayor inactivacion (Choudhary et al. 2011; Bandla et al. 2012).

10. Efecto de los tratamientos UVC sobre L. monocytogenes en té verde y licuado
de soja

10.1. Té verde
La letalidad producida por el efecto del tratamiento UVC no se pudo determinar, debido

a que la propia matriz tuvo un efecto bactericida sobre L. monocytogenes. De forma
que, aunque el nivel inicial de inoculacion de L. monocytogenes fue de 108 UFC/mL, los
recuentos obtenidos en la muestra control (sin tratamiento UVC) fueron de tan solo 102
UFC/mL, por lo que al aplicar incluso tratamientos a la minima dosis de UVC (10
JImL) se consigui6 la letalidad completa, con recuentos por debajo del limite de
deteccion (1 UFC/mL).

10.2. Licuado de soja

Los diferentes tratamientos con radiacion UVC ensayados para estudiar la letalidad de

L. monocytogenes se resumen en la Figura 24. Se observo que, al igual que se pudo ver
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con los otros microorganismos, los tratamientos T1 no alcanzaron 1 log de reduccidn,

no observandose diferencias significativas (p > 0,05) en ninguna de las dosis aplicadas.

En los tratamientos T2 y T3, la letalidad fue considerable (> de 3 log) a dosis de 20

JimL, para posteriormente aumentar gradualmente hasta sobrepasar los 5 log en el

tratamiento T3 a una dosis de 80 J/mL y de 160 J/mL en el T2. La maxima letalidad

(6,68 log) se alcanz6 con el tratamiento T3 a 160 J/mL.

[T TR
L 1 0
R R R R R R R R R e
[y

Ty
b
B

B R R N R R R

L,

bbbttt ekttt kbbbt et e b bt
B e
B R R R R R

s
e e

e
e R L R
[t A R A

120 160
OT1eET2mT3

100

80

Lo < ™ N

[(T+N/oN)BoT] pepifels

1

Dosis (J / mL)

Figura 24: Niveles de reduccion de los recuentos de L. monocytogenes inoculado en

Itravioleta

on u

7

licuado de soja causados por diferentes tratamientos de radiaci

consistentes en diferentes dosis (J/mL) y nimero de pases (T1, T2 y T3). Los resultados

se expresan como el logaritmo de los recuentos inicales menos los finales expresados en

UFC/mL =

indican

las columnas de datos

letras mindsculas en

DS. Diferentes

significativas (p < 0,05) entre tratamientos con diferente nimero de pases pero igual
90

(T) pero diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias
dosis de UVC.

diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos con el mismo numero de pases



V. Resultados y discusion

11. Discusion sobre el efecto de los tratamientos UVC sobre L. monocytogenes

Hasta la fecha, no hay estudios del efecto de los tratamientos UVC sobre L.
monocytogenes inoculada en licuado soja, aunque si en matrices de coeficiente de
absorcion elevado, como la leche o la horchata, siendo determinante en la letalidad
obtenida no solo el tipo de matriz, sino también el disefio del reactor y el numero de
pases. Por una parte, Matak et al. (2005) obtuvieron una elevada letalidad (5,62 log) en
leche fresca entera de cabra tratada con una dosis acumulada de 15,8 mJ/cm?, después
de 12 pases por el reactor con un Reynolds alto (5.187). La misma letalidad, fue
conseguida en leche entera por Crook et al. (2015) con dosis de solo 2 JJmL y con un de
Re superior a 7.500. Sin embargo, con flujos con un valor Reynolds inferiores, Lu et al.
(2011) y Pereira et al. (2014) obtuvieron letalidades inferiores a los 4 log de reduccion
en leche entera de vaca con unas dosis de radiacion UVC totales de 21,7 mJ/cm?, tras 20
pases, a un valor Re de 2500 en el primer estudio, y una dosis de 1.350 mJ/cm? tras 120
pases en el segundo. De forma que, si se compara con los resultados obtenidos en este
trabajo se observa que para poder lograr una letalidad entorno a 5 log de L.
monocytogenes la dosis necesaria fue de 40 J/mL (4.165,5 mJ/cm?) con el tratamiento
T3. Una posible explicacion de esta gran diferencia de efectividad, aparte del disefio del
reactor, podrian ser las diferencias en los coeficientes de absorcion de las diferentes
matrices, aunque dicha informacién no estd disponible en los trabajos anteriormente
mencionados.

Elbrhami, (2016) evalud los efectos de tratamientos UVC en Listeria innocua inoculada
en horchata, matriz de caracteristicas similares al licuado de soja de este estudio por ser
un licuado vegetal, aunque con un coeficiente de absorcién mucho menor (193 cm™).
En su caso, la letalidad obtenida para L. innocua ATCC 51742 fue de 5 log tras aplicar
una dosis de tan solo 17,9 J/mL mediante 5 ciclos o pases (Elbrhami, 2016), resultados
que serian similares a los obtenidos en este estudio con el tratamiento T3 a 20 J/ml para
L. monocytogenes, en el que la letalidad obtenida fue de 4,25 log.

Respecto al té verde, como se coment6 anteriormente, no se pudo evaluar el efecto del
tratamiento UVC. La misma matriz tuvo un efecto inhibidor e incluso letal sobre L.
monocytogenes, probablemente debido ciertos componentes del té. Este efecto inhibidor
sobre L. monocytogenes también fue observado por Mora et al. (2013) donde el 10% de

las infusiones de té verde ensayadas, que contenian 1,05 mg/mL de compuestos
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fendlicos totales, mostraron un efecto inhibidor respecto a L. monocytogenes, E. coli y
A. niger, aungue en este trabajo no se observaron estos efectos en las cepas de E. coli y
A. niger ensayadas.

Los compuestos responsables de esta reduccion podrian ser los polifenoles, en concreto
las catequinas, un subgrupo de los flavan-3-oles presente en un 30-40% del peso seco de
las hojas de té verde fresco (Graham, 1992), y en particular a los compuestos
epigallocatequina-3-galato (EGCG) y el epicatequina-3-galato (ECG). Aunque el
contenido de estas substancias depende de varios factores, como pueden ser la
localizacion del cultivo, condiciones ambientales y meteorolégicas, la nutricion de la
planta, asi como de su procesado. En porcentaje, el perfil tipico de una hoja de té verde
en cuanto al contenido de catequinas se puede establecer entre un 10-15% de EGCG y
un 6-10% de EGC (Vuong et al. 2011), siendo su contenido superior al del té negro y el
té Oolong o el Pu-erh (Bansal et al. 2013).

Los compuestos EGCG y ECG crean un complejo que pueden dafiar la membrana
celular bacteriana, causando una fuerte inhibicion en L. monocytogenes (Patar, Tanaka y
Maeda, 2003; Mbata, 2008; Mora et al., 2013). Du et al. (2018) estudiaron la actividad
antimicrobiana del EGCG y su eficacia para inhibir las formaciones de biofilms,
determinado que la concentracion inhibitoria minima (MIC) de EGCG para L.
monocytogenes era de 200 mg/mL. Ademas, algunas hipétesis sugieren que las
catequinas se unen con peptidoglicanos e interfieren en la sintesis de la pared, esta
unién es especifica del peptidoglicano de las bacterias Gram positivas y no del
lipopolisacérido de las Gram negativas (Shimamura, Zhao y Hu, 2007), de esta manera
se explica que el efecto antimicrobiano sea més eficaz en L. monocytogenes y no en E.
coli o los microorganismos esporulados. Otras teorias indican que la accion bactericida
de las catequinas también depende de la generacion de peréxido de hidrogeno a partir de
reacciones entre catequinas y especies reactivas de oxigeno (ROS), que se pueden
producir durante el tratamiento de radiacion UVC (Gopal et al. 2016).
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12. Efecto de los tratamientos UVC en los microorganismos en funcion de la matriz
tratada: té verde v licuado de soja

La resistencia de los microorganismos a los tratamientos UVC aplicados en funcion de
la matriz se muestra en la Tabla 18. Como se puede observar, la susceptibilidad a los
tratamientos UVC fue muy similar en ambas matrices, a excepcion del tratamiento T1.
A. niger fue el microorganismo que mostrd una resistencia significativamente mayor en
ambas matrices (p < 0,05) en los tratamientos T3, seguido de B. subtilis y por altimo E.
coli. En el caso de los tratamientos T2, no se observaron diferencias significativas (p >
0,05) entre A. niger y B. subtilis, aunque si entre estos y E. coli y, ademas, en el caso
del licuado de soja con L. monocytogenes. En el tratamiento T1 en el té verde el perfil
de resistencia fue similar al obtenido en T3, sin embargo en el licuado de soja no se
observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre B. subtilis, A. niger y L.

monocytogenes, aunque si respecto a E. coli.

Tabla 18: Resistencia de los diferentes microorganismos inoculados en té verde y
licuado de soja a los tratamientos de UVC.

Té verde Licuado de soja

Tratamiento 1 A. niger > B. subtilis > E. coli B. subtilis = A. niger = L.
monocytogenes > E. coli

Tratamiento 2 A. niger = B. subtilis > E. coli A. niger = B. subtilis > E. coli > L.
monocytogenes

Tratamiento 3 A. niger > B. subtilis > E. coli A. niger > B. subtilis > E. coli > L.
monocytogenes

La alta resistencia de A. niger mostrada durante los tratamientos de UVC puede ser
causada por la capacidad del microorganismo de elaborar pigmentos de melanina, que
dificultarian la penetracion de la radiacion UVC en la espora y la afectacion del material

genético del microorganismo, aumentando su supervivencia (Jun et al. 2003; Begum et
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al. 2009; Esbelin et al. 2013).

Las celulas vegetativas de E. coli y L. monocytogenes mostraron una sensibilidad
significativamente mayor que los microorganismos esporulados, y ademas, E. coli
mostro, en general, una resistencia mayor que L. monocytogenes a la radiacion UVC.
Estos resultados son relativamente diferentes a lo obtenido por otros autores (Koutchma
et al. 2009; Lu et al. 2011; Pereira et al. 2014; Crook et al. 2015), que observaron que
las bacterias Gram positivas, como L. monocytogenes, muestran una mayor resistencia
respecto las bacterias Gram negativas, como E. coli. Posiblemente, sea debido a que la
cepa de E. coli empleada en este estudio esta relacionada con la cepa de E. coli K12,

que tiene una elevada resistencia a la radiacion UVC (Bandla et al. 2012).

13. Modelizacidon matematica de los tratamientos UVC

Considerando los resultados obtenidos tras los tratamientos UVC en las diferentes
matrices, puede ser relevante modelizar la letalidad de los microorganismos en el
equipo utilizado en este estudio. De esta manera, se puede crear un modelo de
prediccién de letalidad microbiana especifico ajustado, en el que los valores predichos
se acerquen lo maximo posible a los datos observados. Para ello, se han elaborado cinco
modelos de regresion lineal o cuadrética, a partir de las variables o factores que puedan
ser determinates para explicar la letalidad microbiana. Entre estas variables podemos
encontrar la dosis, el caudal y el valor NET (o nimero de entradas en el reactor) y
como covariable la concentracién inicial del microorganismo (Logc). Como resultado de
la combinacion o interaccion de estos se han evaluado cinco modelos: 1) Modelo 1:
Dosis-caudal lineal; 2) NET lineal; 3) NET cuadratico; 4) Dosis-caudal-NET lineal y 5)
Dosis-caudal- NET cuadratico (Tabla 19). Para determinar el modelo en el que los
valores predichos se acerquen lo maximo posible a los datos observados, se tuvieron en
consideracion diferentes parametros estadisticos, priorizando: 1) el R? ajustado que se
acerque lo més posible a 1, ya que nos indicaria que la prediccion del modelo se acerca
a lo observado, 2) la raiz cuadrada del error cuadratico medio o0 RSME, la cual indica el
ajuste absoluto del modelo a los datos; cuanto mas bajo sea el valor RSME mejor seré el
ajuste ya que la discrepancia entre los datos sera menor y 3) por ultimo, como criterio
mas subjetivo y con la finalidad de facilitar la aplicacion del modelo, se selecciond el
modelo en el que el nimero de variables fuera mas reducido. Los modelos

seleccionados se resaltan en negrita en la Tabla 19 y 20.
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Un ejemplo de eleccion podria ser en el caso de las conidiosporas de A. niger inoculadas
en licuado de soja (Tabla 19). En este caso, el modelo elegido fue el 3 ya que la R? es
0,96 y el RSME 0,31 con las 3 variables propuestas (Logc, NET y NET?), mientras que
al afiadir las variables explicativas Dosis y Caudal (modelo 5) el R? ajustado solo
mejora 0,01 y el RSME 0,05. Por lo tanto, en este caso se ha optado por elegir el

modelo con menos variables explicativas para asi facilitar su uso.

De manera general, en los modelos estudiados, se puede ver que el niUmero de pases 0
valor NET es el factor que tiene mas relevancia, observandose diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) con respecto a la dosis aplicada. Por lo tanto,
en este caso, la dosis aplicada no juega un papel determinante en cuanto a la letalidad

conseguida en los diferentes tratamientos UVC.
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Tabla 19: Diferentes modelos mateméticos en funcion de la letalidad obtenida en las diferentes matrices después de los tratamientos
llevados a cabo con el equipo de radiacion UVC. Los datos destacados en negrita, representa el mejor ajuste para cada uno de los

microoganismos y matrices testadas.

Matriz Microorganismo Modelo 1* Modelo 2™ Modelo 3" Modelo 4™ Modelo 5

R? RSME R? RSME R? RSME R? RSME R? RSME

B. subtilis 0,88 0,62 0,93 0,46 0,95 0,39 0,95 0,40 0,96 0,37
A. niger 0,80 0,72 0,94 0,40 0,96 0,31 0,96 0,41 0,97 0,26

Licuado de soja
E. coli 0,87 0,62 0,82 0,74 0,85 0,67 0,92 0,51 0,92 0,51

L. monocytogenes 0,94 0,58 0,75 1,13 0,85 0,90 0,95 0,50 0,96 0,46

B. subtilis 0,74 0,49 0,45 0,71 0,45 0,72 0,75 0,49 0,75 0,49

Té verde A. niger 0,90 0,44 0,61 0,84 0,85 0,80 0,90 0,44 0,93 0,36
E. coli 0,68 0,79 0,35 1,11 0,42 1,06 0,76 0,68 0,79 0,64

Leche entera B. subtilis 0,83 0,70 0,83 0,69 0,94 0,40 0,86 0,63 0,94 0,40
Leche destada B. subtilis 0,91 0,52 0,90 0,53 0,95 0,36 0,92 0,48 0,96 0,34

“Modelo 1 (lineal): Letalidad= Constante + a -Log. + b-Dosis + ¢-Caudal (Log.: concentracion inicial)
“*Modelo 2 (lineal): Letalidad= Constante + a -Logc + b-NET
““Modelo 3 (cuadrético): Letalidad= Constante + a -Logc+ b-NET + ¢-NET?

Modelo 4 (lineal): Constante + a -Logc + b-Dosis+ ¢-Caudal + d-NET
“Modelo 5 (cuadrético): Constante + a -Logc + b-Dosis+ ¢c-Caudal + d-NET + e-NET?
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Tabla 20: Modelos matematicos seleccionados con sus respectivas ecuaciones para cada una de las matrices y microorganismos evaluados.

Matriz Microorganismo Modelo Ecuacion del modelo
B. subtilis 3 Letalidad= -0,41 + 0,15 - Logc + 0,02 - NET - 0,00002 - NET?
Licuado de A. niger 3 Letalidad=-3,03 + 0,69 - Logc+ 0,02 - NET - 0,00002 - NET?
soja E. coli 4 Letalidad=-1,086 + 0,31 - Log + 0,0011 - Dosis + 0,032 - Caudal + 0,0079 - NET
L. monocytogenes 4 Letalidad=-1,027 + 0,19 - Log. + 0,0018 - Dosis + 0,06 - Caudal + 0,0068 - NET
B. subtilis 1 Letalidad=-0,739 + 0,342 - Logc + 0,016 - Dosis + 0,007 - Caudal
Té verde A. niger 5 Letalidad= -6,62 + 1,23 - Logc + 0,022 - Dosis + 0,019 - Caudal + 0,008 - NET - 0,00003 - NET?
E. coli 4 Letalidad= 6,24 - 0,79 - Logc + 0,029 - Dosis + 0,057 - Caudal - 0,00833 - NET
Leche entera B. subtilis 3 Letalidad= 6,557 - 1,002 - Logc + 0,029 - NET - 0,00005 - NET?
Leche B. subtilis 3 Letalidad= - 4,2 + 0,97 - Loge+ 0,023 - NET - 0,00004 - NET?
desnatada
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14. Cinéticas de inactivacion y calculo del valor 4Duw para los diferentes
tratamientos UVC

Adicionalmente a la determinacion de los modelos matematicos de inactivacion
evaluados anteriormente, se determind la cinética en funcion de los tratamientos
aplicados (T1, T2 y T3) vy la dosis. Para elegir los modelos con mejor precision de
ajuste se utilizaron las mismas variables que en la modelizacion matematica (veéase
Resultados y Discusion apartado 13); en base al error cuadratico medio (RMSE) vy el
valor R? (Tabla 21). En el caso de los tratamientos T1 con las matrices de elevado
coeficiente de absorcion (leche entera, desnatada y licuado de soja) el efecto del
tratamiento fue minimo por lo tanto el ajuste del modelo no fue bueno (Tabla 21), por

lo tanto no se han incluido las cinéticas de inactivacion en el presente estudio.

De manera general, la constante de inactivacion se utiliza para evaluar la susceptibilidad
de un microorganismo a la radiacion UVC. Este puede ser un buen indicador siempre
que la cinética de inactivacién del microorganismo sea lineal; en este caso, la cinética
presentara solo una constante de inactivacion (k). Debido a la aparicion de colas u
hombros, en la mayoria de los casos las cinéticas de inactivacion constan de dos
constantes de inactivacion. En el presente estudio, todos los tratamientos T2 y T3 en
todas las matrices y microorganismos, y en los T1 en té verde se obtuvieron cinéticas no
lineales. La presencia de hombros en las curvas indica que, al inicio del tratamiento, no
se observa una disminucién del microorganismo tratado a pesar de ir aumentado de
dosis. Por lo contrario, la aparicién de colas indica que a cierta dosis, por mucho que
ésta aumente siempre se observara una poblacion mas resistente. Este Gltimo caso, la
aparicion de colas, es el modelo principal observado (Tabla 21 y Figuras 25-27). En
concreto, las matrices de alta y media absorbancia inoculadas con esporas de B. subtilis
se ajustaron a un modelo de Weibull con cola. Este fendmeno nos indica que a partir de
40 J/mL u 80 J/mL, existe una desaceleracion en la velocidad de la inactivacion de las
esporas, de forma que al aplicar dosis méas elevadas como 100, 120 o 160 J/mL, la
poblacion no disminuye con la misma constante de inactivacion que presentan las dosis

inferiores.
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Por lo tanto, en la mayoria de los casos, la cinética de inactivacion microbiana no
corresponde a un modelo lineal y por lo tanto, el célculo del valor Dy 0 tiempo
necesario para reducir la poblacion microbiana una unidad logaritmica, puede ocasionar
estimaciones alejadas de la realidad. EI calculo de este valor puede ser de gran
importancia para poder caracterizar la dosis necesaria para inactivar un valor concreto
de carga microbiana y poder extrapolar estos resultados a escalas industriales. De modo
que, es muy importante aplicar la cinética adecuada en cada caso y utilizar modelos con
un buen ajuste para asi no sobreestimar la capacidad de inactivacion del sistema. Los

valores obtenidos en este estudio se presentan en la Tabla 21.

En este estudio no se ha podido calcular el valor Dy debido a que este solo se limita a
cinéticas lineales, si se pudo calcular mediante el software GinaFiT, el valor de 4D el
cual aplica a las curvas de supervivencia lineal y no lineal (Tabla 21). En los
tratamientos T1 con las matrices leche entera, desnatada y licuado de soja debido a que
la precision del ajuste no era buena y tampoco se alcanzaban reducciones de 4D, no se

han presentado los valores correspondientes.

Algunos autores han reportado diferentes valores Dy para la inactivacion de E. coli y L.
monocytogenes en matrices de absorbancias elevadas (Orlowska et al. 2013; Crook et al.
2015; Elbrhami, 2016). Crook et al. (2015) obtuvieron un valor Dyy de 0,73 J/mL para
L. monocytogenes en leche de vaca. Comparado con los resultados del valor Dy para
este mismo microrganismo inoculado en licuado de soja con tratamientos UVC T2 y
T3, fue de 14,4 y 4,8 J/mL, respectivamente. Para el caso de E. coli en leche, Crook et
al. (2015) detrminaron un valor Dy més bajo, 0,55 J/mL, mientras que en este estudio,
los valores obtenidos en licuado de soja con tratamientos UVC T2 y T3, fueron también
considerablemente maés altos, 31,6 y 12,4 J/mL, respectivamente. Este hecho, también
se corrobora, al comparar los resultados de la presente tesis con los obtenidos por
Orlowska et al. (2014) en licuado de soja y de Elbrhami (2016) en horchata. En licuado
de soja el valor Dy calculado para E. coli fue 6,71 mJ/cm? y para horchata de 3 mJ/cm?
para E. coli y L. monocytogenes, mientras que en esta tesis fueron para E. coli de 3.280
y 1.312 mJ/icm? para los tratamientos T2 y T3, respectivamente y para L.
monocytogenes de 1.476 y 492 mJ/cm?. Por el contrario, en las esporas de B. subtilis,
solo hay estudios realizados en tampon fosfato (Hoyer, 2000; Nicholson y Galeano,

2003), quienes calcularon un valor Dy de 120.000 mJ/cm?, mientras que en el té verde,
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se obtuvieron valores inferiores de 36.000 y 17.200 mJ/cm? para los tratamientos T2 y

T3, respectivamente.

Estos resultados demuestran la dificultad de poder llegar a un valor Dy aplicable para
cada uno de los microorganismos, matrices y con reactores diferentes. Debido a las
variables que hay que tener en consideracion durante el tratamiento (Figura 6) y las
diferentes cinéticas que pueden presentar los microorganismos al tratarse con UVC, la
comparacion de los valores Dy entre estudios no parece ser una herramienta util para la

comparacion de tratamientos UVC como si lo es para los tratamientos térmicos.
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Figura 25: Valores de supervivencia observados (¢) de diferentes microorganismos
después de la irradiacion con UVC del tratamiento 1 (T1) con diferentes dosis en las
matrices estudiadas. La linea negra representa la curva calculada segin el modelo con el

mejor ajuste en cada uno de los casos.
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Figura 26: Valores de supervivencia observados (¢) de diferentes microorganismos
después de la irradiacion con UVC del tratamiento 2 (T2) con diferentes dosis en las
matrices estudiadas. La linea negra representa la curva calculada segun el modelo con el

mejor ajuste en cada uno de los casos.
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B. subtilis en leche desnatada // T3

Modelo Weibull con cola

Dosis (J/mL)

7

6 <\\

5
E
NI
5
e 3 <
=]
: e

2 o

Lo
0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Dosis (J/mL)
B. subtilis en leche entera// T3
Modelo Weibull con cola

7

°g

3 o
E
S5 4
=
- 3 \
g © o

% o
2 AN o
% o
1
<
0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

108




V. Resultados y discusion

Log UFC/mL

A. niger en licuado de soja // T3
Modelo bifisico

| T~

A

/

0 T T T T T T T A

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Dosis (J/mL)

Log UFC/mL

B. subtilis en licuado de soja // T3

Modelo Weibull con cola

#

— b2
> O

X
<

T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Dosis (J/mL)

109




V. Resultados y discusion
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Figura 27: Valores de supervivencia observados (0) de diferentes microorganismos
después de la irradiacion con UVC del tratamiento 3 (T3) con diferentes dosis en las
matrices estudiadas. La linea negra representa la curva calculada segun el modelo con el
mejor ajuste en cada uno de los casos.
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Tabla 21: Valores 4Duy Segun el tipo de tratamiento, microorganismo, matriz y modelo

aplicado.
Tratamiento Microorganismo RMSE R? 4D Modelo Matriz
(J/mL)
B. subtilis 021 071 - Bifasico LEEE
desnatada
B. subtilis 0,23 0,22 - Bifasico Leche entera
B. subtilis 0,45 0,28 - Lineal
. Logaritmico _
A niger 015057 = jineal concola  Licuado de
soja
T1 E. coli 0,63 0,17 - Weibull
L. monocytogenes 0,68 0,01 - Lineal
B. subtilis 0,54 0,86 +116,8 Bifasico
. Weibull con
A. niger 0,22 0,97 - cola Té verde
) Doble
E. coli 0,32 0,97 +46,4 Weibull
B. subtilis 0,24 0,97 944 Welgg:; con Leche entera
B. subtilis 045 091 +ggg ‘veibullcon — Leche
cola desnatada
] Doble
A. niger 0,20 0,98 - Weibull
. Weibull con
soja
12 E. coli 097 059 +1264 Doble
' ’ ’ - Weibull
L. monocytogenes 0,51 0,88 57,6 Bifasico
A. niger 0,23 0,97 1344 Biféasico
. Doble
B. subtilis 0,51 0,75 #1472 Weibull Té verde
E. coli 042 095 433 'Veibullcon
cola
T3 B. subtilis 0,23 0,98 +43,2 Weibull con Leche
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cola desnatada
B. subtilis 0,46 0,89 91,2 We':g:; con Leche entera
A. niger 0,25 0,98 +108,8 Bifasico
B. sublilis 035 096 848 oo N i ado de
soja
E. coli 0,78 0,81 +49.6 Bifasico
T3 L. monocytogenes 0,64 0,88 £19,2 Bifasico
] Doble
A. niger 0,2110 0,98 848 Weibull
B. subtilis 03736 093 +67.2 Doble Té verde
Weibull
E. coli 02404 098 | EITIED
lineal con cola
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15. Efecto de los tratamientos UHPH vy la aplicacion combinada UHPH-UVC sobre
esporas de B. subtilis en diferentes matrices

Para estudiar el posible efecto aditivo, sinérgico o complementario de la UVC
juntamente con la UHPH se eligieron los microorganismos que presentaban mayor
resistencia al tratamiento UVC (B. subtilis y A. niger) y en las matrices con un
coeficiente de absorcion elevado (licuado de soja, leche entera y desnatada) que
limitaban la eficacia de los tratamientos UVC. Para llevar a cabo este estudio
combinado de tecnologias se eligieron tratamientos de UHPH moderados (100 y/o 200
MP) a una temperatura de entrada de 20 y/o 60 °C y posteriormente de diferentes
tratamientos UVC (T1, T2 y/o T3).

15.1. Resultados de los tratamientos UHPH y UHPH-UVC sobre esporas de B. subtilis

en licuado de soja

En el licuado de soja inoculado con esporas de B. subtilis tratados mediante UHPH a
diferentes presiones y temperaturas no se observaron diferencias significativas (p >
0,05) entre las diferentes condiciones aplicadas (Figura 28). El tratamiento méas suave,
consistente en una presién de 100 MPa a una temperatura de 20 °C, la reduccién
alcanzada fue de 0,62 log, pero utilizando el doble de presion (200 MPa) a la misma
temperatura, la reduccion solo aument6 0,08 log. Con la misma presion de 200 MPa,
pero aumentando la temperatura a 60 °C, la letalidad aumentd, hasta un promedio de 1,5
log de reduccién, pero con una gran variabilidad, por lo que no se observaron

diferencias significativas (p > 0,05) con los otros tratamientos de UHPH.

Al realizar la combinacién de las tecnologias de UHPH y UVC, la matriz fue
inicialmente tratada mediante UHPH, y seguidamente se sometié a la accion de la
radiacion UVC con las caracteristicas especificadas del tratamiento T2, a diferentes
dosis de radiacion (20 a 160 J/mL). La letalidad obtenida en los tratamientos
combinados fue similar (p > 0,05) a la obtenida de forma individual cuando solo se

aplicoé radiacion UVC (Figura 28).
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Figura 28: Niveles de reduccion de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en licuado de soja causados por la combinacion de los tratamientos UHPH y UVC junto
a tratamientos simples de UVC a diferentes dosis (J/mL) con el tratamiento (T2). Los
resultados se expresan como el logaritmo de los recuentos inicales menos los finales
expresados en UFC/mL + DS. Diferentes letras mindsculas en las columnas de datos
indican diferencias significativas (p < 0,05) un mismo tratamiento UHPH pero diferente
dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (p < 0,05)

entre un mismo tratamiento UHPH pero igual dosis de UVC.

15.2. Resultados de los tratamientos UHPH y UHPH-UVC sobre esporas de B. subtilis

en leche desnatada

Considerando los resultados obtenidos en el licuado de soja, cuando al realizar los
tratamientos de la leche entera y desnatada se eligié la condicidn de tratamiento por
UHPH maés efectiva, en este caso, 200 MPa a 60 °C. De igual forma, al no obtener
resultados satisfactorios con la combinacion de UHPH con los tratamientos UVC T2 en
licuado de soja, se investigo el efecto de los tratamientos UVC mas suaves (T1) y méas
intensos (T3). Como se observa el la Figura 29, la eficacia del tratamiento UHPH en la
letalidad de B. subtilis en la leche desnatada fue muy reducido y al combinar ambos
tratamientos, y al contrario de los observado en el licuado de soja, se observé que las

letalidades fueron significativamente menores (p < 0,05) que cuando se aplicaron de
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forma individual los tratamientos de radiacion UVC, independientemente del tipo de
tratamiento que se aplicara (T1 y T3). Sin embargo, la evolucion en la letalidad en
funcién de la dosis UVC fue similar, es decir un aumento de la letalidad al incrementar
la dosis aplicada (Figura 29).
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Figura 29: Niveles de reduccion de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en leche desnatada causados por la combinacion del tratamiento UHPH y UVC junto a
tratamientos simples de UVC a diferentes dosis (J/mL) con diferentes nimero de pases
(T1 y T3). Los resultados se expresan como el logaritmo de los recuentos inicales
menos los finales expresados en UFC/mL + DS. Diferentes letras mindsculas en las
columnas de datos indican diferencias significativas (p < 0,05) entre el tratamiento
UHPH pero diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre el tratamiento UHPH con los diferentes tratamientos UVC
(T1y T3) pero a igual dosis de UVC.

15.3. Resultados de los tratamientos UHPH y UHPH-UVC sobre esporas de B. subtilis
en leche entera

En el caso de la leche entera, al igual que en las otras dos matrices, la letalidad en las
esporas de B. subtilis tras el tratamiento UHPH de 200 MPa a 60 °C fue inferior a un
logaritmo, aunque superior a la determinada en leche desnatada. Ademas, al aplicar la

combinacion de ambos tratamientos, se determind que en el caso de los tratamientos
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UHPH-UVC T1 la letalidad obtenida fue de aproximadamente un logaritmo més (p <
0,05) que cuando se traté de forma individual con UVC. Por el contrario, al combinar
el tratamiento UHPH con los tratamientos T3 de UVC a las dosis mas suaves (20 y 40
JimL) la letalidad obtenida fue mayor cuando se aplico unicamente el tratamiento UVC,
mientras que a dosis mas elevadas (80-160 J/mL) no se apreciaron diferencias

estadisticamente significativas (p > 0,05) (Figura 30).
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Figura 30: Niveles de reduccion de los recuentos de esporas de B. subtilis inoculadas
en leche entera causados por la combinacién del tratamiento UHPH y UVC junto a
tratamientos simples de UVC a diferentes dosis (J/mL) con diferentes nimero de pases
(T1 y T3). Los resultados se expresan como el logaritmo de los recuentos inicales
menos los finales expresados en UFC/mL + DS. Diferentes letras minusculas en las
columnas de datos indican diferencias significativas (p < 0,05) entre el tratamiento
UHPH pero diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre el tratamiento UHPH con los diferentes tratamientos UVC
(T1y T3) pero aigual dosis de UVC.
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16. Discusion sobre el efecto de los tratamientos UHPH y UHPH-UVC sobre

esporas de B. subtilis

Al tratar esporas de B. subtilis con UHPH (100-200 MPa a 20 y 60 °C) no se obtuvo una
reduccién microbiana significativa en ninguna de las matrices (licuado de soja, leche
entera y leche desnatada) en ninguna de las condiciones de presion y temperatura
ensayadas. La alta resistencia de las esporas bacterianas a los tratamientos UHPH en
matrices como la leche y el licuado de soja ya fue descrita por diversos autores (Pinho et
al. 2011; Poliseli-Scopel et al. 2012; Amador Espejo et al. 2014). En estos trabajos se
describe que la temperatura a la que se realiza el tratamiento UHPH influye
enormemente en el grado de inactivacion de esporas bacterianas alcanzado. Amador
Espejo et al. (2014) estudi6 la letalidad en esporas de Bacillus spp. inoculadas en leche
entera tratada por UHPH a temperaturas de entre 55 y 85 °C, observando que las esporas
de B. sporothermodurans, B. cereus, B. liqueniformes y B. coagulans presentaron una
mayor sensiblidad a los tratamientos por UHPH que las esporas de B. subtilis y G.
stearothermophilus, y que en las dos ultimas fue necesario utilizar temperaturas de 85
°C para poder alcanzar una reduccién de 5 log. A 55 °C la letalidad fue en general
reducida (entre 0,5 y 3 log, segun la especie). De igual manera, Poliseli-Scopel et al.
(2012), también determinaron que para la reduccién de 5 log de esporas de B. cereus
aplicando tratamientos de UHPH de 300 MPa a 80 °C.

De esta manera, parece necesario que la tecnologia de UHPH, deba combinarse con otra
tecnologia o condicion desfavorable para poder alcanzar reducciones significativas de
esporas bacterianas en un alimento. La combinacién de tecnologias permite, ademas,
trabajar con unas condiciones mas suaves, lo que resulta beneficioso, tanto para el
alimento como para el equipo. Ademas, presiones de 300 MPa estan al limite de las
prestaciones de un equipo de UHPH, lo cual puede provocar un desgaste superior que si
se trabajara con presiones mas suaves de 100 MPa 0 200 MPa.

No obstante, en este estudio no se observo un efecto sinérgico ni aditivo al someter la
leche entera, la leche desnatada y el licuado de soja inoculados con esporas de B.
subtilis a tratamientos combinados de UHPH y UVC, a excepcidn de la leche entera a
tratamientos de UVC suaves (T1), aunque la letalidad obtenida fue de alrededor de 2
log. Mientras que cuando se estudio el efecto con la leche desnatada y leche entera, las
letalidades obtenidas tras aplicar el tratamiento UHPH y combinarlo con radiacion UVC

disminuyeron respecto a los tratamientos UVC. La posible explicacion puede
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relacionarse con cambios en las propiedades fisicoquimicas que la UHPH produce en la
matriz (Tabla 22), en los que la absorbancia a 254 nm y la turbidez, despues de los
tratamientos por UHPH aumenta considerablemente en todos los casos y
comprometiendo la efectividad de los tratamientos UVC. Ademas, diversos estudios
han reportado un aumento en el nimero de particulas en suspension por la disminucion
de su tamafio (Pereda et al. 2007; Amador Espejo et al. 2014) lo que podria provocar la
difraccion de la luz UVC que evitaria que la luz ultravioleta incidiera sobre los
microorganismos reduciendo la efectividad del tratamiento por UVC (Gross et al. 2015;
Kaya y Unluturk, 2015). El efecto matriz tiene una gran relevancia en este caso, ya que
en un estudio previo (Reverter-Carrion et al. 2018), donde se utiliz6 una solucion
tamponada (PBS), sin particulas en suspension, para valorar el comportamiento de las
esporas de B. subtilis, si que se observo un efecto de tipo aditivo, en el aumento de la

letalidad al combinar al combinar tratamientos de UHPH y UVC.

Tabla 22: Efecto de los tratamientos de UHPH sobre las caracteristicas fisicoquimicas

de las matrices

Leche desnatada Licuado de soja Leche entera
Antes Después Antes Después Antes Después
UHPH UHPH UHPH UHPH UHPH UHPH
Absorbancia
(254 nm) 28‘%31 412 +0,02 5008 ;678003 80032'-* 1012 + 0,02
(Cm-]_) ’ H 1
Turbidez 18.416 21.630+ 35983+ 39.457+ 77.967+ 102.458+
(NTU) +0,04 0,03 0,04 0,03 0,01 0,01
oH 666(?; 6,67 + 0,01 663311 6,37 + 0,02 6(,)60711 6,68+ 0,01
Viscosidad 1,707+ 1914+ 4,047 £ 4,051 £ 2,082 + 2,049 +
(Pa-s) 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 0,02

Densidad 1037+ 1,034+ 1,014 + 1,015 + 1,033 + 1,027 +
(g/mL) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

NTU: Unidades nefelométrica de turbidez

17. Efecto de los tratamientos UHPH, UVC y UHPH-UVC sobre conidioesporas de

A. niger en licuado de soja

Al tratar por UHPH el licuado de soja inoculado con conidiosporas de A. niger a una

presion de 100 MPa a 20 °C se observé que la reduccion logaritmica causada fue muy
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leve (0,12 log). No obstante, al aumentar la presion a 200 MPa, se consiguié una
letalidad completa (por debajo del limite de deteccidn), con independencia de la
temperatura del tratamiento utilizado (20 o 60 °C) (Figura 31), por lo que al aplicar los
tratamientos de UVC, en este caso el tratamiento T2 a diferentes dosis no se pudo
determinar cudl fue el efecto asociado a la combinacion. Sin embago, en el caso de las
muestras tratadas a 100 MPa en combinacion con la UVC, se observo que con el
tratamiento individual UVC la letalidad fue significativamente superior (p < 0,05) que
con el tratamiento combinado, de forma que aplicando solo radiacion UVC se
conseguieron 2 log de reduccion mas tratando de forma combinada UHPH-UVC
(Figura 31).
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Figura 31: Niveles de reduccion de los recuentos de conidiosporas de A. niger
inoculadas en licuado de soja causados por la combinacién de los tratamientos UHPH y
UVC junto a tratamientos simples de UVC a diferentes dosis (J/mL) con el tratamiento
(T2). Los resultados se expresan como el logaritmo de los recuentos inicales menos los
finales expresados en UFC/mL + DS. Diferentes letras minusculas en las columnas de
datos indican diferencias significativas (p < 0,05) un mismo tratamiento UHPH pero
diferente dosis de UVC. Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas
(p < 0,05) entre un mismo tratamiento UHPH pero igual dosis de UVC.
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18. Discusion sobre el efecto de los tratamientos UHPH y UHPH-UVC sobre las

conidioesporas de A. niger

Al tratar licuado de soja inoculado con conidiosporas de A. niger por UHPH, se logré
una inactivacion total de este microorganismo a una presion de 200 MPa, tanto a 20 °C
como a 60 °C. Si bien se logré la misma reduccion logaritmica con una presion menor
(200 MPa) que la que fue necesaria (300 Pa) por Reverter-Carrion et al. (2018) en
solucidn fosfato con caramelo, no se pudo evaluar un posible efecto sinérgico entre la

temperatura y la presion como si fue observado por dichos autores.

Al disminuir la presion a 100 MPa a 20 °C, no se observaron diferencias significativas
respecto a la muestra no tratada (control). Con estas condiciones se evalué el efecto de
la combinacion con un tratamiento de UVC. Como se ha mencionado anteriormente, al
combinar los tratamientos de UHPH a esta presion con UVC en licuado de soja
inoculado con conidiosporas de A. niger, la letalidad disminuyd considerablemente.
Esta disminucién en la letalidad, puede ser debido al mismo fendmeno observado en la
leche con B. subtilis. El tratamiento por UHPH en licuado de soja también aumenta el
namero de particulas en suspension debido a la disminucion de su tamafio (Poliseli-
Scopel et al., 2012) produciendo asi una disipacion de la luz UVC, evitando que la luz
ultravioleta llegue a los microorganismos reduciendo la efectividad del tratamiento por
UVC (Gross et al. 2015; Kaya y Unluturk, 2015). Cabe destacar que no en todas las
esporas funigicas ocurre el mismo efecto ya que, en un estudio realizado con ascosporas
fangicas de Talaromyces macrosporus y Neosartorya spinosa inoculadas en zumo de
manzana clarificado (Sauceda-Galvez et al. 2019), observaron que la combinacion de
ambos tratamientos produjo un aumento de la letalidad. Esto fue debido a que la UHPH
aumentd la susceptibilidad de estas esporas a la radiacion UVC, ya que se produjo un
cambio estructural en las esporas fungicas, dejando expuesto el material genético a la
radiacion UVC. Ademas, el efecto de las particulas en suspension fue minimo al tratarse
de un un zumo clarificado.

Si bien el efecto en la letalidad microbiana de los equipos UHPH depende en gran
medida del disefio de la valvula (caracteristicas geométricas de la aguja y el asiento) y
por lo tanto pueden influir mucho en los resultados obtenidos (Dumay et al. 2013;
Reverter-Carrion et al. 2018), para la comparacion de todos los resultados obtenidos con
otros autores se eligieron aquellos que el equipo UHPH tuviera la mismas

caracteristicas que el de la presente tesis.

122



V1. Conclusiones

VI. CONCLUSIONES

1. La eficacia de los tratamientos UVC en el reactor utilizado, en regimen de flujo
laminar, depende principalmente de las propiedades intrinsecas de las matrices.
Asi, en matrices con elevado coeficiente de absorcion, como el licuado de soja y
la leche, el factor de mayor relevancia es el nimero de entradas en el reactor o
valor NET, mientras que en los de baja absorcidon, como el té verde, el factor

mas condicionante es la dosis de radiacion UVC aplicada.

2. Lasensibilidad de los microorganismos a los tratamientos UVC varia en funcién
del valor NET vy la dosis de radiacion UVC aplicada. De forma general, tanto en
matrices con alto coeficiente de absorcion, como el licuado de soja, como de
bajo coeficiente, como el té verde, la resistentica observada fue, en orden
decreciente: conidiosporas de Aspergillus niger, esporas de Bacillus subtilis,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes.

3. Los modelos de inactivacion de los tratamientos UVC para B. subtilis mostraron
un mejor ajuste con modelos no lineales, como Weibull (con cola), en matrices
con un alto coeficiente de absorcion (leche y licuado de soja). En el caso de A.

niger, el mejor ajuste fue con el modelo bifasico, o doble Weibull.

4. EIl efecto combinado de los tratamientos de UHPH a 100 y 200 MPa, con
temperaturas de entrada de 20 o 60 °C, combinados con tratamientos UVC,
aplicados sobre esporas de B. subtilis inoculadas en matrices de alto coeficiente
de absorcion, no mostré ningun efecto sinérgico o aditivo, siendo la letalidad
obtenida similar a la de los tratamientos de UVC en el caso del licuado de soja 'y

leche entera, e inferior en el caso de la leche desnatada.

5. El efecto de los tratamientos UHPH a 200 MPa y 60 °C en licuado de soja

inoculado con conidiosporas de A. niger, se mostré mucho mas eficiente que los
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tratamientos UVC, logrando una letalidad absoluta. La aplicacion conjunta de
tratamientos UHPH y UVC presentaria, por tanto, un efecto complementario al

lograr reducir una gama mas amplia de microorganismos.

6. En las matrices con elevado coeficiente de absorcién es dificil conseguir una
esterilizacion comercial por tratamientos UVC, ya que la dosis de radiacion
UVC necesarias estimadas en los modelos fueron muy elevadas, aunque si que
seria factible su uso en matrices de bajo coeficiente, el té verde, especialmente si

se combinara con UHPH.
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