CRITERIOS DE PROCESADO
PARA LA PASTEURIZACION
DE ALIMENTOS POR
PULSOS ELECTRICOS

DE ALTO VOLTAJE

Universidad
Zaragoza

=







W Universidad
A8l Zaragoza

1542

Facultad de Veterinaria

Departamento de Produccion Animal y Ciencia de los Alimentos

Criterios de Procesado
para la Pasteurizacion de los Alimentos

por Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje

Memoria para optar al grado de Doctor
por la Universidad de Zaragoza

presentada por:

GUILLERMO SALDANA NAVARRO

Directores:
Dr. Javier Raso Pueyo

Dr. Ignacio Alvarez Lanzarote






UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA —_— o .
 Universidad
Zaragoza

- -
-

: IH ﬁ

Facultad de Veterinaria

Dpto. Produccion Animal y Ciencia de los Alimentos

D. Javier Raso Pueyo y D. Ignacio Alvarez Lanzarote, Profesores Titulares del
Area de Tecnologia de los Alimentos del Departamento de Produccion Animal y
Ciencia de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de

Zaragoza,

CERTIFICAN:

Que la Tesis Doctoral titulada: Criterios de Procesado para la Pasteurizacion de
los Alimentos por Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje, de la que es autor D.
Guillermo Saldafia Navarro, ha sido realizada bajo su direccién, su contenido
se corresponde con el Proyecto de Tesis aprobado en su momento, y cumple
las condiciones requeridas para optar al grado de Doctor por la Universidad de

Zaragoza.

En Zaragoza, a 3 de Mayo de 2011

Fdo.: Dr. Javier Raso Pueyo Fdo.: Dr. Ignacio Alvarez Lanzarote






La realizacién de esta Tesis Doctoral ha sido posible gracias a una Beca predoctoral
concedida por el Departamento de Ciencia, Tecnologia y Universidad del Gobierno de Aragén
(B045/08B), una Beca del Programa Nacional de Formacion de Profesorado Universitario del
Ministerio de Ciencia e Innovacién (AP2007-03828) y al proyecto NovelQ de la Comision
Europea FP6, 015710-2NOVELQ.






A mis abuelos, Pilar, Artemio,
Pilar y, especialmente, José Luis.
Sé que nadie estaria mas orgulloso

de mi, que ta.

“...Uegar ala meta no-es vencer; lo-importante es el camino; y en él;

Mago-de Og.






AGRADECIMIENTOS

Quiero comenzar mostrando mi gratitud a mis dos directores de tesis, el Dr.
Javier Raso y el Dr. Ignacio Alvarez. Soy plenamente consciente que sin vuestra ayuda
y paciencia, todo este trabajo no habria sido posible ni en forma ni en contenido. Por
ensefiarme a dar los pasos adecuados, gracias a los dos.

Por supuesto, muchas gracias al resto de profesores del Grupo de Nuevas
Tecnologias de Conservacion e Higienizacion de los Alimentos, especialmente al Dr.
Santiago Conddn, por darme la oportunidad de integrarme en la vida cientifica, desde
aquella mafana que me pidié que me acercara a su despacho para ofrecerme lo que se

culmina en este trabajo.

Al resto de compafieros del laboratorio, los que han pasado y los que aun quedan
por aqui mientras escribo estas lineas, por escuchar y compartir los momentos mas
duros, asi como las alegrias. Maria, Noelia S., Silvia, Elisa G., Maria Jesus, Elisa L.,
Laura, Abdenour, Maria H., Jorge, Luis, Tere, a la “jefa” Noe... y cdmo no, a Guille, a
quien tengo un gran respeto y admiracion camuflados con momentos de bromas y risas,
y a Cris, con quien empecé este largo camino, y con quien he compartido experiencias y

sensaciones. Y también, gracias por empujarme a hacer el CAP contigo.

Gracias a los deméas comparieros de pasillo, los de carne, Vero (cuantos afios
juntos), Mario, Elena, Laura, Sonia, los de leche, Edu, Indira, Mercedes, Ruth, Maria, y
los de vegetales, Raul, Jorge, Mariola, Anita, Leyre, Carolina, Sofia, Diego, por
compartir ratillos de café, y ahorrarme unas cuantas horas de psicoterapia. Y a vosotros,
compariieros de CTA, que empezasteis conmigo tantas cosas, y que vivisteis un gran
momento de cambio en mi vida. A Marta, no te voy a decir nada que no te haya dicho, y
agradecido, ya. A Guille, gran trabajador, persona, y tan majo que es imposible tenerte
tirria. Y Bertus, de quien debo decir que no es solamente un compariero, sino un amigo
de verdad, de los que cuentan contigo siempre. Entre el baloncesto y la ciencia, miles de

gracias por todo lo que queda entre medio.



Thanks to Dr. Heinz and Dr. Topfl to let me stay, work and learn in the DIL.
Thanks too to all my friends there in Quakenbriick, or wherever you stay in the future.
You made those days in Germany really good time, so really thank you Martina, Olli,
Daniella, Berrit, and all the people in the office. And of course, Johanna (W), since that
day when you invited me to go to the Flash.

Je voudrais remercier aussi les stagiaires de Quimper qui sont venus ici, et qui

m’ont aidé pour mon travail. Spécialement, merci a Romain et Alia.

Aunqgue no formen parte de mi vida académica reciente, siempre han estado ahi,
y tengo tanto o méas que agradecer, a mis amigos de toda la vida. A Borja, Bea, Mario,
Esther, Roque, Ana, Noe, Javi, Lorena, Edu, Fer, Ana, Violeta, Cherardo, Moni, Ifiaki,
Antonio...y Jesus, y Rall. No sé si 0s merec€is aparecer aqui, por tantas veces que me
habéis tocado las “morales”, por creer firmemente en mi titulo de “doctor con carita
sonriente”, por identificar constantemente mis parecidos mas razonables... Y a pesar de
todo, os quiero como no os podéis imaginar, y sin vosotros todo esto hubiera sido

todavia mas dificil. Me alegrais la vida, y por eso, muchas gracias.

A mi familia, siempre me habéis apoyado incondicionalmente, y siempre habéis
buscado lo mejor para mi. A todos mis tios, especialmente a Miguel Angel, Lola, Victor
y Pili, porque yo se que estais orgullosos de mi como el que mas, y a todos mis primos,
porgue siempre me preguntais qué tal me va, y siempre dispuestos a escuchar el mismo
rollo. A M2 Angeles y José Manuel, Esti, Ifiaki y Luna, porque también sois mi familia

y siento cerca vuestro apoyo y animo.

A mi Papd y a mi Mama, aunque suene cursi llamarlos asi, no encuentro forma
mas carifiosa de nombrarlos. Para vosotros no encuentro palabras, desde bien chiquitin
habéis luchado por mi, por darme lo mejor, y espero haber cumplido las expectativas, y
seguir cumpliéndolas. No encuentro mejor manera de agradeceros absolutamente toda

mi vida, que intentando haceros felices, a los dos.

Y a ti, Ricardo, compafiero, amigo, tato. Por esas horas de estudio codo con
codo. Por esos piques Ingeniero-Veterinario. Porque estoy orgulloso de ti, porque te
admiro, y porque aunque no lo sepas, siempre me has ayudado a superarme. Y porque

siempre hemos seguido las leyes de la... jtermodinamica! Gracias también.



Y puestos a agradecer, a todos los profesores que me han traido hasta aqui desde
el colegio vy el instituto, especialmente a Mari Cruz, aunque no leas esto quizas nunca,

siempre te recordare como la mejor profesora que he tenido.

Sin embargo, y con permiso de todos los anteriormente citados, hay dos

personas a las que quiero mostrar mi agradecimiento especialmente.

Al Dr. Puértolas, Edu. De ti he aprendido mucho, no solo del trabajo del
laboratorio, también he crecido personalmente gracias en parte a las conversaciones que
hemos compartido, tanto serias como distendidas. Como estas cosas son mas féciles de
decir asi, que en persona, que sepas que pocas personas gozan de la consideracion que
te tengo. Gracias por recordarme que la nave aguantara, que las cosas se hacen, o0 no se

hacen, pero no se intentan, y siempre con fuerza y honor.

Y ati, Henar, més agradecido a ti que a nadie en este mundo, nunca. Olvida esos
momentos duros en los que has estado conmigo, de mi mano. Olvida cuando me has
acompariado para ayudarme con mi trabajo. Olvida todas las veces que, con paciencia,
me has ensefiado el tuyo, y si, he aprendido de ti. En definitiva, olvida las Tesis, la tuya
y la mia, y aun asi, me sobran motivos para estar tremendamente agradecido. T4 me
aportas calma, equilibrio, y sobre todo y mas que nada, me traes siempre esa golosina
demasiado fina para algun paladar. Haz mias esas otras palabras de Queen, y deja que

pueda seguir agradeciéndote cada dia de mi vida a tu lado.






RESUMEN

En la actualidad, el método més extendido para la pasteurizacion de los alimentos
es el calor. Sin embargo, el calentamiento de los alimentos puede conllevar un deterioro
de sus cualidades nutritivas y organolépticas. Por ello, en los ultimos afos, se estan
investigando sistemas alternativos como los pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV)
debido a su capacidad para inactivar microorganismos a temperaturas inferiores a las
utilizadas en el procesado térmico. La implantacion de tecnologia de los PEAV en la
industria para la pasteurizacion de los alimentos requiere demostrar no solo que las
propiedades nutritivas y sensoriales de los alimentos no se ven afectadas por estos
tratamientos, sino que los niveles de seguridad microbiologica que se obtienen son

equivalentes a los alcanzados con el procesado térmico que pretenden sustituir.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue establecer criterios del proceso
aplicables en un proceso industrial para la pasteurizacion de alimentos liquidos por

medio de la tecnologia de los PEAV.

Para alcanzar este objetivo general, se realizoé un estudio inicial para identificar las
cepas mas resistentes a los tratamientos de PEAV entre cinco cepas de dos
microorganismos patogenos Gram-positivos (Listeria monocytogenes y Staphylococcus
aureus) y dos microorganismos Gram-negativos (Escherichia coli y Salmonella
Typhimurium). Posteriormente, se obtuvieron datos cinéticos sobre la inactivacion de
las cepas mas resistentes seleccionadas a distintas intensidades de campo eléctrico en el
rango de pH de la mayoria de los alimentos. Los modelos matematicos generados a
partir de estos datos cinéticos permitieron demostrar que los niveles de inactivacion
obtenidos en las cepas mas resistentes al tratamiento de PEAV, en condiciones de
tratamiento aplicables en flujo continuo en un proceso industrial a temperatura

ambiente, son insuficientes para garantizar la pasteurizacion de los alimentos. Estos



resultados indican la necesidad de combinar los PEAV con otros factores para conseguir

un nivel de inactivacion suficiente para conseguir este objetivo.

Con objeto de obtener una mejor comprension de la influencia de la temperatura
en la inactivacion microbiana por PEAV, se disei¢ y evaluo una camara de tratamiento
estatica de electrodos paralelos termostatados, con la que se comprobo que la
inactivacion microbiana por PEAV dependid de la temperatura de tratamiento incluso a
temperaturas no letales para los microorganismos, por lo que la temperatura de
tratamiento debe ser un factor considerado en la inactivacion microbiana por PEAV. La
presencia de nisina en el medio de tratamiento tuvo un efecto aditivo, o ligeramente
sinérgico, en la inactivacion por PEAV de las dos cepas Gram positivas, mientras que
este antimicrobiano no increment6d la letalidad de los PEAV en las cepas Gram
negativas. Sin embargo, la presencia del antimicrobiano N®-lauroil etilester (etil lauroil
arginato, LAE), aument¢ la letalidad de los tratamientos de PEAV, tanto en las cepas de

los microorganismos Gram positivos como las de los Gram negativos.

Los resultados obtenidos en una camara de tratamiento estatica se validaron en
flujo continuo en zumo de manzana. Estos estudios demostraron que la combinacion de
los PEAV con temperaturas moderadas permitié definir criterios de procesado
aplicables a escala industrial para conseguir reducir la poblacion de las cuatro cepas mas
resistentes de cada una de las especies bacterianas patdogenas, al menos 5 ciclos
logaritmicos, en zumo de manzana. Este nivel de inactivacion se consiguié con un
tiempo de residencia de 0,8 segundos aplicando una intensidad de campo eléctrico de 25
kV/cm con una temperatura de entrada del producto en la cdmara de tratamiento de
35°C y de salida de 60°C (110 kJ/kg) para las cepas de Salmonella Typhimurium 878,
L. monocytogenes 5672 y S. aureus 4459. Para E. coli O157:H7 fue necesario una
temperatura de salida de 65°C (125 kJ/kg). La presencia de LAE a una concentracion
de 50 ppm permiti6 reducir a 55°C (83.4 kJ/kg) la temperatura de salida para conseguir
un nivel de inactivacion de al menos 5 ciclos logaritmicos en la poblacion de las cuatro

cepas mas resistentes de cada una de especies bacterianas patdgenas investigadas.
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1.1. PULSOS ELECTRICOS DE ALTO VOLTAJE

El tratamiento por pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV, o PEF del inglés
Pulsed Electric Fields) consiste en la aplicacion intermitente de campos eléctricos de
alta intensidad y corta duraciéon (us) a un material colocado entre dos electrodos
(Barbosa-Canovas et al,, 1998). Estos tratamientos provocan un fendmeno
denominado electroporacion, que consite en la permeabilizacidon transitoria o
permanente de la membrana citoplasmatica tanto de células eucariotas como
procariotas. La electroporacion de las membranas celulares de los tejidos animales o
vegetales se esta investigando con objeto de mejorar distintos procesos de la industria
alimentaria, en los que se produce una transferencia de masa a través de estas
membranas, como la extraccion de distintos componentes intracelulares de interés, o la
deshidrataciéon (Knorr y Angersbach, 1998; Ade-Omowaye et al., 2001; Vorobiev y
Lebovka, 2006). Por otro lado, la permeabilizacion irreversible de las membranas de
las células vegetativas de los microorganismos provoca su inactivacion a temperaturas
inferiores a las que se utilizan en el procesado térmico de los alimentos. Por ello, los
PEAV son considerados, en la actualidad, como una de las tecnologias emergentes de
conservacion de los alimentos mas prometedoras como alternativa a la pasteurizacion

térmica de los alimentos.

1.1.1. Breve revision histérica

Las primeras investigaciones sobre los efectos de la corriente eléctrica sobre las
células datan de finales del siglo XIX. En 1890, Prochownik y Spaeth aplicaron una
corriente continua de 300 mA a un gel de agar que contenia células de Staphylococcus
aureus y observaron que, mientras que en el 4nodo habia células viables, en el catodo

todos los microorganismos se habian inactivado.

En la década de 1920, se introdujo un proceso llamado “Electropure” para la
pasteurizacion de la leche mediante calentamiento 6hmico (Beattie y Lewis, 1925;
Fetterman, 1928; Moses, 1938). El producto era precalentado a 52°C y a continuacion
se hacia pasar a través de ¢l una corriente eléctrica que aumentaba su temperatura
hasta 71°C como consecuencia de la resistencia que ofrecia a su paso. A esta ultima
temperatura el producto se mantenia durante 15 segundos. Esta técnica fue aceptada

como un método de pasteurizacion de la leche en seis estados de EE.UU. Sin embargo,
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su elevado coste energético y la aparicion de otras técnicas de procesado de la leche,
como el sistema UHT (del inglés, Ultra High Temperature), provocaron que en los

aflos 50 este proceso se dejara de utilizar (Reitler, 1990).

En la década de 1950, se produjo otro avance en el uso de la electricidad como
método de inactivacion microbiana, al desarrollarse el denominado ‘“tratamiento
electrohidraulico” (Fruengel, 1960; Allen y Soike, 1966; Edebo y Selin, 1968). El
proceso consistia en la descarga de corriente eléctrica de alto voltaje (hasta 15 kV)
entre dos electrodos, sumergidos en un medio liquido a presion. Como consecuencia
de la descarga, se generaban arcos eléctricos que producian ondas de presion de hasta
250 MPa y pulsos de luz ultravioleta. Con este método, Gilliand y Speck (1967)
lograron inactivar hasta un 95% de la poblacion de Escherichia coli, Streptococcus
faecalis, Bacillus subtilis, Streptococcus cremoris y Micrococcus radiodurans. Sin
embargo, la posible contaminacion del alimento por radicales altamente reactivos
generados por el deterioro de los electrodos, provocod que esa tecnologia nunca se

llegara a aplicar en la industria alimentaria (Jeyamkondan et al., 1999).

Los primeros efectos de los pulsos eléctricos de alto voltaje sobre la viabilidad
de los microorganismos fueron observados por Gossling (1960), cuando utiliz6 esta
tecnologia para inducir mutaciones en los microorganismos. Este investigador
comprobo como la poblacion de Streptococcus lactis se inactivaba en funcidon de la
intensidad de los tratamientos aplicados. Simultineamente, el ingeniero aleméan Heinz
Doevenspeck (1960) describié en una patente las primeras aplicaciones practicas de
los pulsos eléctricos. En dicha patente se indicaba que los pulsos eléctricos se podian
generar mediante la descarga repetida de la energia almacenada en un conjunto de
condensadores, a través de un interruptor de alto voltaje y se proponian diferentes
disefios tanto de cdmaras de tratamiento estdticas como en flujo continuo. Las
aplicaciones que se proponian para la tecnologia iban desde la inactivacion microbiana
hasta la mejora de la extraccion de componentes intracelulares contenidos en el

interior de las células de tejidos animales.

La patente de Doevenspeck fue explotada por la empresa alemana Krupp
Maschinentechnik, en 1985 mediante el desarrollo del proceso ELCRACK®, que tenia
como objetivo la desintegracion celular en productos carnicos y de la pesca para

eliminar la grasa, y ELSTERIL®, que tenia como objetivo la descontaminacién de



Introduccion < 5

alimentos liquidos (Sitzmann y Miinch, 1988, 1989). Sin embargo, los altos costes
energéticos del proceso y los incrementos de la temperatura que se producian en los
productos tratados impidieron que estos procesos se generalizaran en la industria

(Toepfl et al., 2007a).

Los primeros estudios sistematicos sobre el efecto letal de los PEAV sobre los
microorganismos fueron realizados por los investigadores ingleses Sale y Hamilton
(1967a,b), que trabajaban para la empresa Unilever. Estos desarrollaron un generador
de PEAV conectado a una cdmara estatica de tratamiento, con la cual investigaron la
inactivacion de E. coli, S. aureus, Sarcina lutea, Bacillus subtilis, Bacillus cereus y
Candida utilis. De sus estudios concluyeron que, en las células bacterianas expuestas a
la accion de los campos eléctricos, se deterioraba la membrana celular, perdiéndose
sus propiedades, y provocando su muerte. Como consecuencia del tratamiento.
observaron que se producia la salida de iones, pérdida del contenido citoplasmatico,
cambios en la morfologia de la membrana y lisis celular (Sale y Hamilton, 1968).
Ademds, demostraron que la inactivacion microbiana era independiente de la
intensidad de corriente aplicada, por lo que la muerte de los microorganismos no era
causada por efectos térmicos, y que los parametros mas importantes del proceso eran

la intensidad del campo eléctrico y el nimero de pulsos aplicado.

Cuando los principios basicos y el potencial de los PEAV fueron més conocidos,
otros investigadores empezaron a explorar los mecanismos de accion a nivel celular.
Zimmerman ef al., (1974) introdujeron la teoria de la electroporacion reversible, teoria
que todavia sigue en uso para explicar el mecanismo de accion de los PEAV sobre las
células. En la década de 1980, un grupo liderado por Hiilsheger, estudi6 la sensibilidad
de diversos microorganismos a los PEAV y desarrollaron modelos matematicos para
describir la cinética de inactivacion en funcion de la intensidad de campo eléctrico y el

tiempo de tratamiento (Hiilsheger y Nieman, 1980; Hiilsheger ef al., 1983).

A finales de los anos 1980, Dunn y Pearlman (1987), investigadores de Maxwell
Laboratories, patentaron un proceso para la conservacion de distintos alimentos
liquidos mediante la aplicacion de PEAV. Mas tarde, en 1995, PurePulse
Technologies, empresa subsidiaria de Maxwell Laboratories, comercializaron un
proceso de PEAV en flujo continuo llamado CoolPure® para el tratamiento de liquidos

y alimentos fluidos, capaz de procesar hasta 2000 L/h (Toepfl et al., 2007a). Para las
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investigaciones a escala de planta piloto, disefiaron un equipo mas pequefio llamado
CoolPure® Jr., que podia procesar caudales de 6 a 10 L/h a una intensidad de campo

eléctrica maxima de 50 kV/cm (Toepfl et al., 2007a).

Al comienzo de los afios 1990 varios grupos de investigacion, entre los que hay
que destacar a los de los profesores Barbosa-Canovas (Universidad Estatal de
Washington) y Zhang (Universidad Estatal de Ohio) en EE.UU., y Knorr (Universidad
Técnica de Berlin) en Europa, comenzaron a investigar las potenciales aplicaciones de
los PEAYV en la industria alimentaria. El creciente interés por esta tecnologia condujo a
la Union Europea a financiar en 1997 el proyecto de investigacion “High Electric
Field Pulses: Food Safety, Quality and Critical Process Parameters” en el que particip6d
nuestro grupo de investigaciéon junto con otros laboratorios pertenecientes a otras
universidades (Universidad Técnica de Berlin, Universidad Catdlica de Lovaina,
Universidad de Montpelier), centros de investigacion (SIK, Icetek) y empresas
(TetraPak, Unilever, Bestfoods, Pernod Richard). En la actualidad, alrededor de 25
grupos de investigacion repartidos por todo el mundo estan investigando aspectos
basicos y aplicados sobre el uso de la tecnologia de los PEAV en la industria
alimentaria tanto para la conservacion de los alimentos como para la mejora de

fendmenos de transferencia de masa.

A principios del siglo XXI, diversas empresas e institutos de investigacion como
ScandiNova Systems (Upsala, Suecia), DIL (Instituto Aleman de Tecnologia
Alimentaria, Quakenbriick, Alemania), KIT (Instituto Tecnologico de Karlsruhe,
Karlsruhe, Alemania) o la empresa Diversified Technologies (Bedford, EE.UU.)
comenzaron a desarrollar y comercializar prototipos de equipos generadores de PEAV.
Este aspecto ha resultado clave para la evaluacion de las potenciales aplicaciones de la
tecnologia en la industria alimentaria. En 2005, aparecié la primera aplicacion
comercial de un proceso de PEAV para la conservacion de zumos de frutas en EE.UU.
(Clarck, 2006). La empresa Genesis (Eugene, EE.UU.), que se dedicaba a la
comercializacion de zumos de frutas sin pasteurizar, decidio tratar sus zumos mediante
PEAV para no tener que indicar en la etiqueta, segun estipula la Administracion de
Drogas y Alimentos de EE.UU. (Food and Drug Administration, FDA), que el
producto no ha sido pasteurizado y que puede contener bacterias patdogenas
responsables de enfermedades en nifos, ancianos e individuos inmunodeprimidos

(FDA, 2003). El equipo, disefiado por investigadores de Ohio State University y
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comercializado por Diversified Technologies, que se utilizo para esta aplicacion, era
capaz de tratar hasta 200 L/h. Tras la aplicacién del tratamiento de PEAV lograban
obtener un producto cuya vida util se extendia hasta cuatro semanas. Debido al gran
impulso que esto supuso en el desarrollo industrial de la tecnologia de los PEAV, las
dos empresas implicadas, Genesis Juice Corp. y Diversified Technologies, fueron
galardonadas en el afio 2007 por el IFT (“Institute of Food Technologies”) con el
“Food Technology Industrial Achivement Award”. Sin embargo, por diversos
problemas de produccion, Genesis Juice Corp. acabd cerrando a principios del afio
2008. Tan s6lo dos meses después, la empresa fue comprada por la corporacion
Toby’s Family Foods (Springfield, EE.UU.), y reabierta con un nuevo nombre
(Genesis Organic Juice), volviendo a comercializar zumos, esta vez tratados por altas

presiones hidrostaticas.

A pesar de la gran cantidad de grupos de investigacion que estan estudiando la
tecnologia de los PEAV y de los numerosos estudios realizados, en la actualidad, no
existe ninguna aplicacion industrial de esta tecnologia para la pasteurizacion de los
alimentos. Entre las causas que podrian explicar este hecho se pueden mencionar la
dificultad de obtener conclusiones solidas de los estudios realizados debido a las
distintas condiciones experimentales utilizadas en distintos laboratorios, la falta de
datos sobre las condiciones de procesado aplicables a escala industrial necesarias para
inactivar a la flora patdogena a niveles que garanticen la seguridad de los alimentos o
la complejidad técnica que supone el desarrollo de equipos que permitan aplicar los
tratamientos de PEAV requeridos a los flujos de tratamiento normalmente utilizados

en la industria alimentaria.
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1.1.2. Mecanismo de accion de los PEAV

Es conocido que, la accion de un campo eléctrico externo en forma de pulsos
de corta duracion, del orden de microsegundos, sobre células tanto procariotas como
eucariotas, provoca un incremento en la permeabilidad de la membrana celular
(Tsong, 1991). Este fendémeno, conocido como electroporacion, es un proceso
rutinario utilizado en biologia molecular, para posibilitar el acceso al citoplasma con el
fin de introducir diferentes moléculas. Mas recientemente, se ha propuesto que el
procesado mediante PEAV pueda resultar como un método efectivo para la
inactivacion de microorganismos a temperaturas inferiores a las utilizadas en el
procesado térmico, asi como método para mejorar los procesos de transferencia de
masa (Teissie et al., 2002). Sin embargo, los mecanismos celulares involucrados en el

proceso de electroporacion siguen sin conocerse con absoluta precision.

Segun Saulis (2010), cuando se somete a una célula a la accion de un campo
eléctrico externo, se produce una serie de modificaciones que se pueden dividir en
cuatro etapas: (1) Un aumento del potencial transmembrana, (2) comienzo de la
formacioén de los poros, (3) evolucion en el nimero o el tamafio de los poros formados
y, una vez que ya no existe influencia de un campo eléctrico externo, (4) recuperacion
de la integridad de la membrana celular, o bien, si se ha producido una electroporacion
irreversible, el intercambio de moléculas entre el medio extracelular y el interior de la

célula.
1.- Aumento del potencial transmembrana:

La membrana citoplasmatica se comporta como un condensador. En
condiciones de reposo, se produce en la célula un acimulo de componentes
con cargas de distinto signo a ambos lados de la membrana, lo que provoca
un potencial transmembrana de 10 mV aproximadamente. Ante la accioén de
un campo eléctrico externo, el potencial transmembrana aumenta
paulatinamente hasta un valor maximo. Considerando que las células son
esféricas, el valor del potencial transmembrana maximo A®, se puede

calcular mediante la siguiente expresion (Saulis, 2010):

(Ec. 1.1) AD, = f; Eya cos - ADy
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donde Ej es el campo eléctrico externo, a es el radio de la célula, € es el
angulo entre la superficie de la membrana y la direccion del campo eléctrico,
A, es el potencial transmembrana inicial y f; es un factor propio de la célula
que depende de la conductividad de la membrana, del medio intracelular y del
extracelular y del grosor de la membrana (Saulis, 2010). El valor del
potencial transmembrana generado por un campo eléctrico externo también
puede ser calculado matematicamente para otras formas celulares, como
elipsoidales (Kinosita y Tsong, 1977a; Gimsa y Wachner, 2001), cilindricas
(Gimsa y Wachner, 2001) o irregulares (Pucihar et al., 2006). Otros factores
que tienen influencia en esta fase son parametros del procesado (forma,
duracion y frecuencia de los pulsos), del medio de tratamiento (composicion
del medio, densidad de la suspension celular, presion osmdtica) y otras

caracteristicas de la célula (presencia de canales en la membrana).
2.- Formacion de poros:

La permeabilizacion de la membrana se produce al superar un potencial
transmembrana critico (entre 0,2 y 1,0 V segin la ecuacion 2.1 o sus
variantes). La proporcion de poros formados en una célula depende
principalmente del potencial transmembrana y, por tanto, de los factores que
lo condicionan. Entre ellos, la intensidad del campo eléctrico aplicado parece
ser uno de los de mayor influencia (Saulis, 2010). Otros factores que afectan a

esta fase son la temperatura y la fluidez de la membrana.

Con objeto de explicar los mecanismos de iniciacion del proceso de
electroporacion, han sido propuestas diversas teorias. Sale y Hamilton
(1967b; 1968) fueron los primeros que sefialaron la membrana citoplasmatica
como la estructura diana de los PEAV. A partir de esos primeros estudios,
diversos modelos tedrico-matemadticos surgieron con animo de explicar las
bases biologicas de la electroporacion. Estos pueden dividirse en dos grupos,
los “modelos electromecanicos” (Neumann y Rosenheck, 1972; Crowley,
1973; Zimmermann et al., 1974; Riemann et al., 1975; Dimitrov, 1984) y los
modelos basados en la formacidon de poros hidrofobicos e hidrofilicos en la

bicapa lipidica y/o en cambios de su fluidez (Abidor et al., 1979; Powell y
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Weaver, 1986; Glaser et al., 1988; Barnett y Weaver, 1991; Saulis y
Venslauskas, 1993a, 1993b; Joshi et al., 2002).

Los “modelos electromecanicos” consideran que cuando la célula se expone a
un campo eléctrico externo se produce una reorganizacion de las cargas, lo
que provoca un aumento del potencial transmembrana, originando una
deformacion viscoeldstica de la membrana como consecuencia de las fuerzas
de atraccion entre las cargas de signos opuestos. Si el campo eléctrico
aplicado supera un determinado valor critico, la atraccion entre las cargas de
ambos lados de la membrana citoplasmatica produce fuerzas de
electrocompresion suficientemente fuertes como para producir la ruptura
dieléctrica de la membrana y el consecuente aumento de permeabilidad
(Figura 1.1) (Neumann y Rosenheck, 1972; Zimmermann et al., 1974). Estos
modelos predicen la existencia de un campo eléctrico critico por encima del
cual la membrana es inestable (Crowley, 1973; Riemann et al., 1975;
Dimitrov, 1984). A pesar de su antigiiedad, las “teorias electromecénicas” se
siguen utilizando todavia en la actualidad para explicar el efecto de los
campos eléctricos sobre las células debido a su sencillez matematica. Sin
embargo, estos modelos no pueden explicar cuantitativamente la dependencia
del voltaje transmembrana con la anchura del pulso aplicado, ni dilucidar
estadisticamente porqué no todas las células de una misma poblacioén se
electroporan a la vez (Kinosita y Tsong, 1977a, 1977b; Joersbo et al., 1990;
Saulis y Venslauskas, 1993b).

Intentando completar las lagunas de los “modelos electromecanicos”,
surgieron otras teorias, con una mayor base matematica-estadistica, que
explican el incremento de permeabilidad de las células sometidas a la accion
de un campo eléctrico, basado en la formacioén de poros hidrofilicos. Segin
estas teorias, en la membrana lipidica se forman de manera normal y
espontanea poros hidrofobicos de distinto radio (r,), debido a fluctuaciones
térmicas de las moléculas lipidicas. Por encima de un tamafio critico (7.), los
poros se transforman en hidrofilicos, reduciéndose la energia del sistema y
aumentando, por tanto, su estabilidad (Figura 1.2). La duracion de los poros
formados es a su vez variable y se relaciona con su tamafio y la energia del

sistema.
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Electrocompresion

Electrodo positivo Electrodo negativo

E<Ec E > Ec

Célulaintacta Electroporacion

Figura 1.1. Esquema del mecanismo de permeabilizacion mediante PEAV seglin los
“modelos electromecanicos”. E es el campo eléctrico aplicado y Ec es el campo eléctrico

critico.

El aumento del potencial transmembrana y/o el calentamiento de los lipidos
de la membrana por efecto Joule durante la aplicacion de un tratamiento de
PEAYV provocan una disminucién de la energia necesaria para la formacion de
los poros y, por lo tanto, aumenta en gran medida su niimero y tamafio.
Ademas, disminuye también el radio a partir del cual los poros se transforman
en hidrofilicos (r.). Segln estas teorias, la acumulacion de poros hidrofilicos
y su expansion son los causantes de la electroporacion (Abidor ef al., 1979;
Teissie y Tsong, 1981; Glaser et al., 1988; Barnett y Weaver, 1991; Weaver y
Chizmadzhev, 1996; Joshi et al., 2002).

3.- Evolucion del nimero y tamafo de los poros:

Para una adecuada eficiencia del procesado de los alimentos mediante PEAV,

asi como otras aplicaciones, el tamafio de los poros generados por la accion
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del campo eléctrico externo es un aspecto importante. Mientras dura la accion
del campo eléctrico, cambia el nimero y tamafio de los poros formados (Joshi
et al., 2004; Krassowska y Filev, 2007). Estudios tedricos muestran que un
pulso de una duracion del orden de nanosegundos podria crear poros de
menor tamafo pero mayor cantidad, que un pulso de duracion del orden de
milisegundos (Gowrishankar et al., 2006). Datos experimentales (He et al.,
2007) confirman las teorias de que al aumentar la amplitud y la duracién de
los pulsos, aumenta el nimero y el tamafio de los poros (Weaver y Barnett,
1992; Joshi et al., 2004; Krassowska y Filev, 2007). Otro de los factores que
puede influir en la evolucion de los poros, asi como en el nimero de poros
formados como consecuencia del tratamiento de PEAV, es la temperatura del

medio (Saulis, 2010).

-1
|y
H

Poro hidrofilico

Figura 1.2. Esquema del mecanismo de permeabilizacion mediante PEAV segun las teorias

de la formacion de poros hidrofilicos. 7, es el radio de poro, 7, es el radio critico.
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4.- Cerrado de los poros:

El cierre de los poros sigue dos etapas, una rapida (de microsegundos a pocos
minutos) en la que los poros reducen sensiblemente su tamafio, hasta
alrededor de 0,5 nm, y una segunda etapa mas lenta (de varios minutos a
horas) en la que se completa el cerrado total de cada poro (Saulis et al., 1991;
Glaser et al., 1988; Chernomordik et al., 1987). La capacidad de las células
de sellar los poros abiertos es lo que les permite mantener la actividad
metabolica y sobrevivir al tratamiento (Kinosita y Tsong, 1977b; Saulis y
Venslauskas, 1993a). En caso contrario, tiene lugar una electroporacion
irreversible, lo que puede conllevar la pérdida de componentes intracelulares,

asi como la entrada de otras moléculas al interior.

La reversibilidad o irreversibilidad de los poros depende de diversos factores
como el grosor de la membrana, la forma y el tamafio de las células o la
intensidad del campo eléctrico aplicado. De manera general, los poros
formados serdn reversibles si son pequefios en comparacion con el area de la
membrana. Un aumento de la intensidad del tratamiento, bien sea un
incremento del campo eléctrico o del nimero o anchura de los pulsos, puede
dar lugar a la irreversibilidad de los poros formados y a la consecuente muerte
celular. En funcién del tamafio y la forma de la misma, el campo eléctrico
critico en el cual los poros formados pasan a ser irreversibles oscila entre 1 y
2 kV/ecm para las células vegetales, y entre 10 y 14 kV/cm para los
microorganismos (Toepfl et al., 2005). Si bien los mecanismos reales y
ultimos que llevan a la muerte celular no se conocen con claridad, lo que
parece un hecho es que deben estar relacionados con la formacion de esos

poros irreversibles (Pagan y Manas, 2006).
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1.1.3. Aspectos técnicos de los PEAV
1.1.3.1. Parametros de procesado

Los principales parametros de procesado que determinan la eficacia letal de los
tratamientos de PEAV son la intensidad del campo eléctrico, la forma y la anchura del
pulso, el tiempo de tratamiento, la frecuencia, la energia especifica y la temperatura
del medio de tratamiento. La intensidad del campo eléctrico, el tiempo de tratamiento
y la energia especifica son los principales parametros de control durante el proceso
(Sale y Hamilton, 1967a; Wouters et al., 2001a). Otros aspectos que es necesario
considerar a la hora de aplicar los tratamientos en la practica son el tipo de camara
utilizada, la distancia entre los electrodos, la resistencia eléctrica de la camara de
tratamiento, que depende de la conductividad del medio de tratamiento, y en los
procesos en flujo continuo, el tiempo de residencia, que depende del volumen de la

camara de tratamiento y del caudal utilizado (Wouters et al., 2001a).

1.1.3.1.1. Intensidad del campo eléctrico

La intensidad del campo eléctrico (£) se define como la diferencia de
potencial, aplicada entre dos electrodos donde se coloca el alimento, dividido por la

distancia (d), existente entre ellos:

(Ec. 1.2)
E=-r
d

Las unidades del campo eléctrico en el Sistema Internacional de Unidades
(S.1.) son voltios dividido por metro (V/m); sin embargo, es mas frecuente encontrarlo

expresado en la literatura como kilovoltios dividido por centimetro (kV/cm).

Esta definicion del campo eléctrico varia en funcion del tipo de cdmara de
tratamiento que se utiliza para aplicar el tratamiento. El célculo del campo eléctrico en
camaras de electrodos paralelos se realiza a partir de la ecuacion 1.2, en funcion de la
diferencia de potencial entre los dos electrodos y la separacion que hay entre ellos. Sin
embargo, en camaras colineales o coaxiales, en las que ambos electrodos no son

paralelos, y por tanto, la distribucién del campo eléctrico no es homogénea, el célculo
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de la intensidad del campo eléctrico es mas complejo, como se comentara en el

apartado dedicado a la configuracion de las cdmaras de tratamiento (1.1.3.2.2).

La distribucion del campo eléctrico dentro de la camara de tratamiento es otro
factor que debe ser considerado. Una distribucion heterogénea del campo eléctrico
provoca que todas las partes del producto que se procesa no reciban el mismo
tratamiento y puede conllevar la formacion de pequefias areas en la zona de
tratamiento donde la intensidad del campo es extremadamente elevada. En estas zonas,
también denominadas ‘“hot-spots”, se puede producir un aumento muy acusado de la
temperatura del medio de tratamiento, y de la probabilidad de aparicién de arcos
eléctricos (Alvarez et al, 2006). Este aspecto también se tratard con mayor
profundidad en el apartado dedicado a la configuracién de las camaras de tratamiento

(1.1.3.2.2).

1.1.3.1.2. Forma del pulso

Los dos tipos de pulsos eléctricos més habituales utilizados en el procesado de
los alimentos por PEAV son los pulsos de caida exponencial y los pulsos de onda
cuadrada (Figura 1.3). Los pulsos de caida exponencial se caracterizan por un rapido
aumento de la diferencia de potencial hasta alcanzar un valor maximo vy,
posteriormente, ¢sta disminuye paulatinamente hasta alcanzar un valor igual a cero.
Por el contrario, en los pulsos de onda cuadrada, tras el rapido incremento del voltaje,
la diferencia de potencial se mantiene constante durante un periodo corto de tiempo

(anchura de pulso), para volver a caer subitamente, dando lugar a una onda cuadrada.

Desde un punto de vista practico, los pulsos de onda cuadrada son mas
adecuados que los pulsos de caida exponencial. En los pulsos de caida exponencial,
una vez alcanzado el méximo voltaje, éste disminuye progresivamente a lo largo del
tiempo, y parte de la energia utilizada se aplica a un voltaje que no tiene efecto letal.
Se trata, por tanto, de una energia que Unicamente contribuye al calentamiento del
producto. En los pulsos de onda cuadrada, toda la energia utilizada se aplica al valor
maximo de voltaje seleccionado (Zhang et al., 1994b; Zhang et al., 1995; Gongora-
Nieto, 2001; Gongora-Nieto ef al., 2002a).
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Caida Exponencial
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Figura 1.3. Tipos de pulsos monopolares utilizados mas frecuentemente en los equipos de PEAV.

Tanto los pulsos de onda cuadrada como los de caida exponencial pueden ser

monopolares o bipolares. Los pulsos bipolares se caracterizan porque tras la aplicacion

de un pulso de una polaridad le sigue otro de igual amplitud y polaridad inversa

(Figura 1.4).

Caida Exponencial

V>0

Diferencia de potencial
o

V<0

Tiempo de tratamiento

Diferencia de potencial

Onda Cuadrada
V>0
(o Y S
V<0
Tiempo de tratamiento

Figura 1.4. Forma de los pulsos bipolares de caida exponencial y onda cuadrada.

Para poder caracterizar el pulso, hay que determinar la anchura del mismo. En

los pulsos de onda cuadrada, este célculo es inmediato y se corresponde con la

duracion del pulso. Para caracterizar la duracion de los pulsos de caida exponencial, se

ha propuesto definirla como el tiempo durante el cual la amplitud del pulso es superior

al 37% del maximo de la descarga (Zhang et al., 1995). En este caso, la duracion del
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pulso y la anchura propuesta del mismo, no coinciden (Figura 1.3). Esta definicién
hace mas complicado el calculo preciso del tiempo de tratamiento cuando se aplica

este tipo de pulsos.

1.1.3.1.3. Tiempo de tratamiento

El tiempo de tratamiento se define como el tiempo total efectivo durante el cual
se aplica el campo eléctrico. Matematicamente se calcula multiplicando el nimero de

pulsos aplicados por la anchura del pulso:
(Ec. 1.3) t=1-'n

donde ¢ es el tiempo de tratamiento, 7 es la anchura del pulso y n el nimero de pulsos.
Generalmente, tanto el tiempo de tratamiento como la anchura del pulso se expresan

en microsegundos (us), que como se expresara en esta Tesis Doctoral.

1.1.3.1.4. Frecuencia

La frecuencia se corresponde con el nimero de pulsos aplicados por unidad de
tiempo, y se expresa en hertzios (Hz). Los estudios de inactivacién microbiana por
PEAV se han llevado a cabo generalmente a frecuencias entre 0,5 y 500 Hz. En las
camaras estaticas, se suelen aplicar frecuencias entre 0,5 y 5 Hz para evitar el aumento
de temperatura excesivo en la muestra (Raso et al., 2000). En los tratamientos en flujo
continuo, la frecuencia del tratamiento, junto con el caudal, determinan el nimero de

pulsos aplicado, y por tanto, el tiempo de tratamiento.

1.1.3.1.5. Resistencia eléctrica de la cdmara de tratamiento

La resistencia eléctrica de la camara de tratamiento es un parametro que
condiciona la forma del pulso, la méxima diferencia de potencial alcanzada entre los
electrodos durante la descarga del equipo o el calentamiento del producto al paso de la

corriente eléctrica.
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La resistencia eléctrica de la camara depende de su geometria y de la
conductividad del medio de tratamiento. Es directamente proporcional a la
resistitividad del medio de tratamiento (p) y a la distancia existente entre los

electrodos (d) e inversamente proporcional a su area (4):

(Ec. 1.4)
r=P4

A

donde R es la resistencia eléctrica de la camara de tratamiento, expresada en ohmios
(Q), p es la resistitividad, expresada en ohmios por metro (2m), d es la distancia entre
electrodos, expresada en metros (m) y A4, el area del electrodo, expresada en metros

cuadrados (m?).

La resistitividad del medio de tratamiento es el valor inverso de su
conductividad eléctrica (o). La conductividad es una medida de la capacidad de un
material para conducir la corriente eléctrica y depende de su fuerza idnica. En el S.I.,
la conductividad eléctrica se expresa en Siemens dividido por metro (S/m), aunque en
la literatura se suele expresar con mayor frecuencia en miliSiemens dividido por

centimetro (mS/cm).

1.1.3.1.6. Energia del pulso

La energia eléctrica de un pulso (W), aplicada sobre un producto, durante un
tratamiento de PEAV se puede calcular teéricamente a partir de las siguientes

expresiones, segun se traten de pulsos de onda cuadrada o de caida exponencial:

(1.52) W = 1 v .I.¢+ Parapulsos de caida exponencial.
2
(1.5b) W=V-I-t Para pulsos de onda cuadrada.

donde ¢ es la duracion del pulso (s). Utilizando estas ecuaciones, puede determinarse,

con razonable exactitud, la energia realmente aplicada, siempre que las medidas de la
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diferencia de potencial, la intensidad de la corriente y la anchura del pulso se realicen

lo mas cerca posible de los electrodos de la camara de tratamiento.

El calculo teodrico de la energia de un pulso, mediante las ecuadiones 1.5a y
1.5b es una aproximacion a la realidad, puesto que en ellas se asume que los pulsos de
caida exponencial tienen la forma exacta de un triangulo y que los pulsos de onda
cuadrada son perfectamente cuadrados. En la préctica, la forma tanto de los pulsos de
onda cuadrada como los de caida exponencial, no es totalmente regular. Por ello, para
el célculo més preciso de la energia eléctrica aplicada se recomienda el uso de la
siguiente expresion, en la que el voltaje y la intensidad aplicados se obtienen mediante
el registro continuo de estos pardmetrso con un osciloscopio durante el propio

tratamiento:

(Ec. 1.6) W=/["V-I-dt

donde V es la diferencia de potencial aplicada entre los electrodos de la camara de

tratamiento (V); / es la intensidad de corriente (A); ¢ es el tiempo (s).

Con objeto de conocer el coste energético del proceso y poderlo comparar con
otro tipo de tratamientos, es necesario conocer la energia por unidad de masa, o
energia especifica. Esta se calcula dividiendo la energia aplicada por la masa (g) de
producto procesado. Al multiplicar este valor por el numero total de pulsos, se obtiene

la energia especifica total () expresada en J/g de acuerdo con el S.I.:

(Ec. 1.7) w =22

donde W es la energia aplicada con cada pulso (J), n es el numero de pulsos y m es la

masa del producto (g). Normalmente, este valor se expresa en kl/kg.

Algunos autores han sugerido el empleo de la energia especifica, calculada a
partir de la ecuacion 1.6, como pardmetro para caracterizar los tratamientos por PEAV
sobre todo cuando se trabaja con pulsos de caida exponencial, debido a que en este

caso su calculo es mas preciso que el de la anchura del pulso (Wouters et al., 2001a).
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Sin embrago, ademas de la energia especifica, es necesario indicar la intensidad del
campo eléctrico utilizado, pues se ha observado que tratamientos de la misma energia
especifica aplicados a distinta intensidad de campo eléctrico, tienen distinta eficacia

(Alvarez et al., 2003d; Pataro et al., 2011).

1.1.3.2. Principales componentes de un equipo de PEAV

Para la aplicacion de un tratamiento de PEAV, se precisa un sistema que
permita la descarga intermitente de corriente eléctrica continua en una cdmara de
tratamiento, donde se genera un campo eléctrico de alta intensidad. Desde los inicios
de la tecnologia de los PEAV en los afios 60, y gracias al desarrollo de la ingenieria
eléctrica, estos sistemas son cada vez mas potentes y compactos. A pesar de esta
evolucién, todo equipo posee un disefio 0 esquema bdsico similar: un generador de
PEAV, una camara de tratamiento y un sistema de control y toma de datos del proceso

(Min et al., 2007) (Figura 1.5).

1.1.3.2.1. Generador de PEAV

Esta constituido basicamente por un generador de corriente eléctrica continua
de alto voltaje, uno o varios condensadores, un interruptor y, en algunos casos, un

transformador del voltaje del pulso.

El generador de corriente eléctrica continua transforma la corriente alterna de
la red eléctrica en corriente continua. El condensador, o conjunto de condensadores,
almacena dicha energia eléctrica que finalmente se descarga en la cédmara de
tratamiento a través del interruptor. El interruptor regula el paso de la corriente
eléctrica desde el condensador a la camara de tratamiento. En algunas ocasiones, el
condensador o el conjunto de condensadores, no son capaces de almacenar toda la
energia eléctrica requerida. En estos casos, un transformador del pulso, situado tras el
interruptor, aumenta el voltaje de la sefal pulsante al nivel seleccionado. Los
generadores de ultima generacidon incluso no disponen de condensadores, ya que el
transformador puede generar directamente la corriente eléctrica a la diferencia de

potencial requerida (Puértolas, 2010a).
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Las caracteristicas técnicas del generador de PEAV, como la méxima
diferencia de potencial, la méxima intensidad de la corriente, la duracion y la forma
del pulso y la frecuencia méxima de trabajo estdn determinadas a su vez por las

caracteristicas de cada uno de sus componentes.

El interruptor es una pieza de gran importancia en el generador de PEAV ya
que impone las limitaciones de voltaje e intensidad de la corriente del equipo, asi
como la forma del pulso. Conforme ha evolucionado la tecnologia, los interruptores se
han ido perfeccionando, permitiendo trabajar cada vez con diferencias de potencial e

intensidades de corriente mas elevadas.

——— e e e — - ——— E-,
| (/C Son\(li;tg;alto Generador de

/ funciones
Interruptor

Condensador = C]
AN

Sonda de
intensidad de
corriente

Transformador

Generador de
corriente Céamara de
continua tratamiento

Osciloscopio

Circuito de
— CONEXiON a tierra

Sistema de control

Figura 1.5. Esquema general de los principales componentes de un equipo de PEAV: un generador de
PEAV (generador de corriente eléctrica continua de alto voltaje, condensador/es, interruptor,
transformador del voltaje del pulso), una camara de tratamiento y un sistema de control conectado a un
generador de funciones y toma de datos del proceso (osciloscopio, sondas de alto voltaje y de intensidad

de corriente).

Fundamentalmente se utilizan dos tipos de interruptores: interruptores para
generar pulsos de onda cuadrada e interruptores para generar pulsos de caida
exponencial. Los primeros son capaces de interrumpir el paso de corriente eléctrica,
por lo que permiten la descarga parcial del condensador y dan lugar a pulsos de onda
cuadrada. Los segundos no cierran el paso de corriente tras el inicio de la descarga,
provocando la descarga total del condensador y dando lugar a pulsos de caida

exponencial.

Como se ha indicado con anterioridad, los pulsos de onda cuadrada son mas
adecuados que los pulsos de caida exponencial, ya que permiten tener un mejor

conocimiento del tiempo de tratamiento aplicado. Sin embargo, los primeros
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interruptores desarrollados para la aplicacion de pulsos de onda cuadrada no permitian
trabajar con voltajes muy elevados. Ello restringia el empleo de los pulsos de onda

cuadrada a escala de laboratorio.

En los ultimos afios, esta importante limitacion ha sido superada, en gran
medida gracias al desarrollo de nuevos interruptores, cuyos maximos exponentes son
los IGBT (“insulated gate bipolar transistor”). Estos interruptores tienen la capacidad
de abrir y cerrar el paso de la corriente eléctrica a mayores diferencias de potencial y,
por lo tanto, de originar pulsos de onda cuadrada. Actualmente, los mas potentes
permiten el paso de voltajes de hasta 6,5 kV y de intensidades de corriente de hasta
3000 A (de Haan, 2007). Estos valores siguen siendo insuficientes para las
necesidades actuales (Mohan et al., 1995). Sin embargo, la gran ventaja de los IGBT,
es que se pueden conectar en serie (hasta 20) para llegar a los voltajes requeridos,
partiendo incluso de interruptores de menor capacidad y, en consecuencia, mas
econdmicos (Gaudreau et al., 2001). Ademas, los interruptores IGBT permiten aplicar
frecuencias por debajo de 300 Hz (incluso inferiores a 1 Hz), algo que no soportan los
interruptores IGCT (“insulated gate commutated thyristor”), quizas sus maximos
competidores en prestaciones, que solo permiten trabajar entre 300 y 500 Hz. Este
hecho otorga mas flexibilidad a la hora de disefar experimentos a escala de laboratorio
tanto en condiciones de flujo continuo, permitiendo aplicar el mismo nimero de
pulsos a distintos niveles de caudal, modificando la frecuencia. Este hecho es muy
importante, ya que permite comparar, utilizando el mismo equipo, los tratamientos
realizados a escala de laboratorio en cdmaras de tratamiento estdticas con los

tratamientos en flujo continuo a escala de planta piloto.

1.1.3.2.2. Camara de tratamiento

La cdmara de tratamiento es el lugar donde se sitia el producto para su
tratamiento. Se compone de dos electrodos, uno de ellos conectado al generador de
PEAV y el otro a tierra, separados por un material aislante (Huang y Wang, 2009).
Entre los dos, debido a la diferencia de potencial, es donde se genera el campo

eléctrico y, por tanto, donde se sitiia la muestra a tratar.
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Los materiales con los que se fabrican las cdmaras de tratamiento, tanto los
electrodos como el aislante, no deben interaccionar con los productos que se tratan y
deben poder ser limpiados con facilidad e incluso esterilizarlos (Zhang et al., 1995).
Algunos de los materiales recomendados para la fabricacion de los electrodos son el
acero inoxidable o el grafito, mientras que para el aislante, se usan ceramicas o
polimeros plasticos como el Delrin o el Metacrilato. Bushnell e al. (1993)
consideraron mdas adecuados para la construcciéon de los electrodos o para su
recubrimiento ciertos materiales inertes desde un punto de vista electroquimico como

el oro, el platino o el carbono.

El disefio de la camara de tratamiento depende de diversos factores como el
tipo de aplicacion (inactivacion microbiana o mejora de la transferencia de masa), las

caracteristicas del equipo o las condiciones de tratamiento (estaticas o flujo continuo).

La geometria de los electrodos de la camara es la caracteristica fundamental
para conseguir intensidades del campo eléctrico elevadas y lo mas uniformes posibles
(Alkhafaji y Farid, 2007). Si bien en algunas configuraciones es sencillo calcular la
intensidad del campo eléctrico aplicada al producto, en otras, su especial geometria
dificulta enormemente su determinacioén, como se vera posteriormente. En estos casos,
se hace necesaria la utilizacion de herramientas informaticas basadas en técnicas de
simulacion numérica que permiten conocer la distribucion del campo eléctrico, asi
como otros parametros como la temperatura del medio de tratamiento o la distribucion
del flujo dentro de la camara, en los tratamientos en flujo continuo (Qin et al., 1995a;
Qiu et al., 1998; Fiala et al., 2001; Lindgren et al., 2002; Toepfl et al., 2007b; Gerlach
et al., 2008; Jaeger et al., 2009a; Puértolas et al., 2010b, c, 2011).

Independientemente de la geometria del electrodo o de la aplicacion, las
camaras de tratamiento pueden dividirse en camaras disefiadas para aplicar
tratamientos estaticos y camaras construidas para el tratamiento en flujo continuo. Las
camaras para tratamientos estdticos son mds indicadas para equipos a escala de
laboratorio. Estas se utilizan para realizar investigaciones bésicas sobre los factores
mas importantes que afectan al proceso, ya que permiten un perfecto control de los

parametros de los tratamientos.
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1.1.3.2.2.1. CAmaras estaticas

Las principales caracteristicas de cualquier camara estatica son la facilidad de
llenado y vaciado, la sencillez de limpieza y, en el caso de trabajar en procesos de
inactivacion microbiana, la posibilidad de su esterilizacion. De manera general y sin
tener en cuenta la aplicacion, en la literatura podemos encontrar dos tipos principales

de camaras estaticas, la configuracion abierta y la cerrada.
1.1.3.2.2.1.1. Camaras estaticas abiertas

Las primitivas camaras de tratamiento estaticas, disefiadas en los afios 60 para
la inactivacién microbiana por Sale y Hamilton (1967a, b) poseian una configuracion
abierta de electrodos paralelos. Su estructura basica consistia en dos electrodos de
carbono, separados por una pieza de polietileno en forma de “U” abierta a la atmosfera
por la parte superior (Figura 1.6). Este tipo de camaras de tratamiento ha sido utilizado
posteriormente por otros autores (Jayaram et al, 1991; Grahl y Mirkl, 1996). Su
llenado es muy sencillo y permite modificar muy facilmente la distancia entre los
electrodos. Su principal inconveniente es que la intensidad maxima del campo
eléctrico que se puede aplicar estd limitada por la posible ruptura dieléctrica del aire
que se encuentra sobre el producto (Huang y Wang, 2009). Por su facil manejo, este
tipo de camaras se siguen utilizando en los pequenos equipos de electroporacion, cuya
finalidad es generar poros en las células para introducir marcadores o plasmidos, y no
la inactivacion microbiana. Para evitar la ruptura dieléctrica debida a la abertura de la

camara, se disefiaron las camaras de tratamiento cerradas.

Electrodo
de carbono Producto Producto

Laton —

Aislante

Aislante

Figura 1.6. Esquema de la camara estatica de configuracion abierta disefiada por Sale y Hamilton

(1967a,b).
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1.1.3.2.2.1.2. CaAmaras estaticas cerradas

El disefio basico mas utilizado en las camaras estaticas cerradas consta de dos
electrodos, constituidos por dos piezas metalicas paralelas, separados por un material
aislante, que en este caso cierra completamente la cdmara (Dunn y Pearlman, 1987;
Qin et al., 1994; Zhang et al., 1996; Heinz et al., 1999; Alvarez et al., 2003a; Amiali
et al., 2004; El-Belghiti y Vorobiev, 2004; Schilling et al., 2007; Corrales et al., 2008;
Lopez et al., 2008, 2009; Puértolas et al., 2009) (Figura 1.7). Al igual que las camaras
abiertas, las camaras cerradas permiten modificar facilmente su capacidad y la
intensidad del campo eléctrico aplicada a un voltaje determinado. Como electrodos, se
suelen utilizar piezas de acero inoxidable pulidas a espejo para garantizar la maxima

uniformidad del campo eléctrico (Zhang et al., 1996; Dunn, 2001).

El gran inconveniente de las camaras cerradas es que presentan mayor
dificultad para su llenado, que las abiertas. En el caso de productos liquidos, éste se
realiza generalmente a través de un pequefio orificio, que se cierra antes del
tratamiento, situado en el material aislante (Hiilsheger y Niemann, 1980; Zhang et al.,
1996; Raso et al., 2000) o en uno de los electrodos (Dunn y Pearlman, 1987) (Figura
1.7). En ocasiones, para evitar la presencia de burbujas de aire, se recurre al llenado

mediante vacio (Qiu et al., 1998; Reina et al., 1998).

Orificiode
llenado

Electrodos
[ + ® sl |

Aislante Producto

Figura 1.7. Disefio original de camara estatica de configuracion cerrada (Dunn y Pearlman, 1987).
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Una de las principales complicaciones que surge en la aplicacion de los
tratamientos de PEAV es que, si éstos son a una elevada intensidad del campo
eléctrico o de muy larga duracion, como ocurre en los tratamientos de inactivacion
microbiana, se puede producir un aumento considerable de la temperatura de la
muestra. Para reducir este problema, algunas camaras disponen de sistemas de
refrigeracion (Qin et al., 1994; Zhang et al., 1996; Gongora-Nieto, 2001; Amiali et al.,
2004). En las camaras sin sistemas de control de temperatura, se aplican los pulsos una
frecuencia suficientemente baja para que el calor generado se disipe a través de las

paredes de los electrodos entre los pulsos aplicados (Raso et al., 2000).

Recientemente, se han evaluado materiales pléasticos conductores con el objeto
de poder procesar alimentos contenidos en envases fabricados con ellos. De este
modo, se pretende aplicar un tratamiento de PEAV al producto previamente envasado.
Roodenburg et al. (2010), disefiaron y evaluaron una camara cerrada de electrodos
paralelos plasticos (Figura 1.8). El material utilizado fue acetato de etilenvinilo
(“ethilen vinil acetate”, EVA) con un 30% de carbon para aumentar su conductividad.
Una capa de entre 10 y 100 um de este copolimero, termosellable y flexible, se unid
mediante un adhesivo de elevada conductividad a los electrodos del equipo de PEAV.
Para comprobar la idoneidad del material y la eficacia del tratamiento de PEAV,
trataron una suspension de Lactobacillus plantarum en tampon fosfato de pH 5. Un
tratamiento de 28 kV/cm durante un maximo de 30 ps consiguié una reduccion de 2,1
ciclos logaritmicos de la poblacién microbiana, alcanzando una temperatura maxima
del medio de tratamiento de 36°C. Esta camara es todavia un prototipo, si bien, por las
caracteristicas fisicas del material plastico conductor (flexible, termosellable), abre la
posibilidad de procesar industrialmente alimentos previamente envasados, reduciendo
de este modo los problemas derivados de una contaminacién post-tratamiento. Sin
embargo, precisamente por el cardcter flexible de este material, la posibilidad de que
los electrodos no mantengan la forma en el envase hace que el campo eléctrico
formado entre ellos no sea totalmente homogéneo, con lo que los tratamientos
aplicados no serian los adecuados. Si bien el desarrollo de materiales plasticos con
propiedades conductoras supone un gran avance para la tecnologia de PEAV, el uso
que se propone en esta investigacion implicaria el procesado del producto por lotes, de

forma discontinua, cuando una de las ventajas de los PEAV, respecto a otras nuevas
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tecnologias de conservacion, es la posibilidad de aplicar el tratamiento al producto en

flujo continuo.

®

_— Electrodo

™ Adhesivo

Zonade tratamiento

@

Figura 1.8. Esquema de la camara de tratamiento de electrodos de plastico disefiada por Roodenburg et

al. (2010).

Plastico conductor

Matsumoto et al. (1991) modificaron sustancialmente el disefio de electrodos
paralelos inicial, dando origen al llamado disefio coaxial (Figura 1.9). En éste, uno de
los electrodos es un cilindro hueco de acero inoxidable (electrodo de tierra) mientras
que el otro es un cilindro s6lido del mismo material situado en el interior del primero
(electrodo de alto voltaje). El campo eléctrico se genera entre los dos electrodos
siguiendo un esquema radial. En el disefio original de Matsumoto et al. (1991), la
camara se cerraba en los extremos con dos piezas de metacrilato. Tras los primeros
experimentos, se afiadié un sistema de agitacion para mejorar la homogeneidad del
tratamiento. Sin embargo, la agitacion provoco que el campo eléctrico fuera mucho
mas intenso cerca del electrodo central que cerca del electrodo exterior, por lo que el

disefio acabd descartandose.

Producto Electrodos
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Figura 1.9: Diseflo original de la cdmara estatica coaxial desarrollada por Matsumoto et al. (1991).
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1.1.3.2.2.2. Camaras de flujo continuo

Las camaras de tratamiento en flujo continuo permiten simular los tratamientos
requeridos en un proceso industrial. En este tipo de camaras el problema de la
uniformidad del tratamiento se agrava debido a que también hay que considerar la
influencia del flujo. De manera simplificada, es posible agrupar la mayoria de las
camaras de flujo continuo en tres disefios diferentes: camaras de electrodos paralelos,

camaras coaxiales y camaras colineales (Alvarez, 2003c) (Figura 1.10).

Seccion

Caudal m=gp § A: E. paralelos

@ B: Coaxial

— 7 > _ .
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Figura 1.10. Principales disefios de camaras de tratamiento de flujo continuo: disefio de electrodos

paralelos (A), disefio coaxial (B) y disefio colineal (C).

1.1.3.2.2.2.1. Camaras de flujo continuo de electrodos paralelos

La configuracion de electrodos paralelos fue la primera en utilizarse en la
construccion de camaras de flujo continuo debido a que, tedricamente, permiten la
aplicacion de tratamientos de PEAV homogéneos debido a la distribucion del campo
eléctrico mas uniforme que las otras configuraciones. Estas camaras se componen de

dos electrodos planos, dispuestos de forma paralela, separados por un material aislante
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(Figura 1.10A). Una de sus caracteristicas mas importantes es que la direccion del

campo eléctrico (E) se establece perpendicularmente a la del flujo del producto

Frente a los otros dos principales disefios, el coaxial y el colineal, la
configuracion de electrodos paralelos posee las ventajas de la uniformidad del campo
eléctrico aplicado asi como de su facilidad de célculo. Ademas, los requerimientos de
diferencia de potencial suministrada por el generador de PEAV para conseguir una
determinada intensidad de campo eléctrico son menores que en las otras dos
configuraciones. Sin embargo, debido a la gran superficie de los electrodos, los
requerimientos de intensidad de corriente son mas elevados que en otras
configuraciones como la colineal (Jaeger et al., 2009a). Otro inconveniente de este
tipo de camaras es que su seccion cuadrada o rectangular puede dificultar la
circulacion de materiales liquidos con sélidos en suspension o semisoélidos. Por ello se
han utilizado fundamentalmente para el estudio de la inactivacion microbiana por
PEAV en alimentos liquidos. Una de las primeras investigaciones sobre la aplicacion
de los PEAV en condiciones de flujo continuo fue llevada a cabo por Dunn y
Pearlman en 1987. Una de las cdmaras que disefaron estos autores estaba constituida
por dos laminas de acero inoxidable planas recubiertas por una membrana permeable
al paso de iones con objeto de que el alimento no contactara directamente con los
electrodos. Los materiales utilizados para la construccion de estas membranas fueron
poliestireno sulfonado o copolimeros de acido acrilico. La corriente eléctrica circulaba
a través de electrolitos, como el carbonato sodico, el carbonato potasico o el hidroxido
potasico, que fluian continuamente entre el electrodo y la membrana, con objeto de

eliminar los productos formados como consecuencia de la electrolisis (Figura 1.11).
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Figura 1.11. Disefio de la camara de electrodos paralelos patentada por Dunn y Pearlman (1987).
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Matsumoto et al. (1991) propusieron una modificacion del disefio de
electrodos paralelos tradicional, mediante la construccion de una camara denominada
de campo eléctrico convergente (Figura 1.12). En ella, entre dos electrodos con forma
de disco y separados por 20 mm, se situaba una placa de teflon de 10 mm perforada
con pequefios agujeros de didmetro y nuUmero variable, lo que producia la
convergencia del campo eléctrico en esos orificios. El liquido se introducia de manera
continua en el interior de la cdmara y unicamente cuando pasaba por los orificios de la
lamina de teflon recibia el tratamiento de PEAV. Aunque los resultados obtenidos por
los autores eran prometedores, la presencia de angulos de 90° en la zona de tratamiento
provocaba elevados incrementos del campo eléctrico, que causaban a su vez aumentos
puntuales de la temperatura y los correspondientes fendmenos de ruptura dieléctrica
del medio (Huang y Wang, 2009). Basandose en este disefio, Sensory et al. (1997), y
mas recientemente Alkhafaji y Farid (2007), intentaron mejorar las camaras de campo
eléctrico convergente, eliminando y suavizando esos angulos de 90°. Estos autores
lograron reducir el incremento de temperatura y mejorar la homogeneidad del
tratamiento, pero en la actualidad el disefio convergente parece descartado dada su

complejidad.

Caudal

Figura 1.12. Esquema basico del disefio original de la camara de electrodos paralelos de campo

eléctrico convergente (Matsumoto et al., 1991).

A finales de los afios 90, el grupo del Profesor Knorr de la Universidad Técnica
de Berlin comenz6 a realizar los primeros ensayos de tratamiento de PEAV para la

inactivacion microbiana en flujo continuo, utilizando para ello una camara de
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electrodos paralelos (Ulmer et al., 2002; Heinz et al., 2003). Esta camara de seccion
cuadrada constaba de dos ldminas de acero inoxidable que actuaban de electrodos,
insertados en un cuerpo de Teflon, que a su vez ejercia de aislante (Figura 1.13).
Debido a la alta intensidad de la corriente necesaria para los tratamientos y la falta de
potencia de los equipos disponibles en los afos 90, la distancia entre los electrodos de
la camara inicialmente construida era de 2,5 mm, por lo que no permitia procesar los

alimentos a flujos elevados (hasta 5 L/h).
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Figura 1.13. Esquema de la camara de electrodos paralelos de flujo continuo disefiada en la

Universidad Técnica de Berlin.

Recientemente, en el DIL (Quakenbriick, Alemania), se ha desarrollado una
camara de electrodos paralelos denominada camara de borde concéntrico (Toepfl,
2009) (Figura 1.14). En esta camara, los dos electrodos en forma de aro se situan en
paralelo mediante dos cuerpos aislantes de ceramica, perforados internamente para
permitir la circulacion del producto. El campo eléctrico se dispone perpendicularmente
a la superficie de los anillos. El fluido circula por el interior de uno de los anillos y se
desplaza entre ellos, perpendicularmente a la direccion del campo eléctrico, para salir
rodeando el exterior del segundo anillo. Con esta camara, se han logrado tratar hasta

1000 L/h de agua con el fin de potabilizarla.
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l Caudal

Figura 1.14: Esquema de la camara de electrodos paralelos de borde concéntrico disefiada en el

Instituto Alemén de Tecnologia Alimentaria (DIL, Quakenbriick).

1.1.3.2.2.2.2. Camaras de flujo continuo coaxiales

Las camaras de flujo continuo coaxiales que se describen en la bibliografia
(Bushnell et al., 1993; Lubicki y Jayaram, 1997; Qin et al, 1995a, 1997, 2000;
McDonald et al., 2000; Pizzichemi y Occhialini, 2007) se basan en gran medida en el
disefio de camara estatica coaxial de Matsumoto et al. (1991), ya comentado. Estas
camaras de tratamiento constan de un electrodo interior cilindrico rodeado de un
electrodo exterior concéntrico (Figura 1.10B). Al igual que en las camaras de
electrodos paralelos, la diferencia de potencial se establece en direccion perpendicular
a la del flujo del producto. El espacio entre los electrodos puede modificarse variando
el diametro del electrodo interno. Generalmente, el electrodo interior se conecta a alto

voltaje mientras que el exterior se conecta a tierra (Esplugas et al., 2001).

En este tipo de camaras, la intensidad del campo eléctrico no posee una
distribucion uniforme. La intensidad del campo eléctrico en un punto depende de su
posicién entre los electrodos (Ge, 2005). Esta se puede calcular a partir de la siguiente

ecuacion (Hofmann, 1984):
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(Ec. 1.8) E=

donde E es la intensidad del campo eléctrico; V es el voltaje aplicado; r es el radio del
punto donde se determina el campo eléctrico; R; y R, son los radios de las superficies
de los dos electrodos. Aunque el campo eléctrico no es completamente uniforme, este
tipo de camaras de tratamiento han sido bastante utilizadas, debido a su configuracion

simple y a la uniformidad del flujo que las atraviesa.

Todos los disefios coaxiales, hasta la fecha, se caracterizan por la gran
superficie de sus electrodos, lo que exige la utilizacién de generadores muy potentes,
incluso superiores a los necesarios para las cadmaras de electrodos paralelos, para poder
conseguir intensidades de campo eléctrico elevadas. Otra caracteristica negativa de
estas camaras es que no permiten el tratamiento de grandes flujos de alimento ya que

la distancia entre los electrodos es muy pequena (Mastwijk y Bartels, 2001).

En las camaras coaxiales desarrolladas inicialmente (Bushnell et al., 1993; Qin
et al., 1995a), la presencia de cualquier pequefia protuberancia en los electrodos
originaba la acumulacion de gas. Esto provocaba irregularidades importantes en la
distribucion del campo eléctrico y frecuentes fendémenos de ruptura dieléctrica. Para
evitar ambos problemas, Qin et al. (1997) modificaron el disefio inicial para que el gas

no se acumulara en la cdmara de tratamiento (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Esquema de la camara coaxial de flujo continuo disefiada por Qin et al. (1997).
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Mas adelante, con el fin de mejorar la eficacia de esta camara coaxial, los
propios autores (Qin et al., 2000) modificaron la superficie de los electrodos como se
observa en la Figura 1.16. Esta configuracion aumentaba la resistencia eléctrica de la
camara de tratamiento, sin variar el espacio entre los electrodos, con lo que la
intensidad de corriente necesaria para la aplicacion de los tratamientos de PEAV era
menor. Ademas, la superficie ondulada de los electrodos inducia cierta agitacion del
producto tratado, lo que se traduce en una mejora de la eficiencia del proceso. Sin
embargo, la superficie rugosa del electrodo favorecia la formacion y acumulacion de

burbujas de gas, con el consiguiente riesgo de ruptura dieléctrica.

Mas recientemente, Pizzichemi y Occhialini (2007) disefiaron una cémara
coaxial cuya principal novedad radicaba en que el electrodo interno era moévil, lo que
permitia modificar el espacio entre los electrodos, en funcidon de la conductividad del

medio de tratamiento, lo que la hacia muy versatil para tratar distintos alimentos.

1.1.3.2.2.2.3. Camaras de flujo continuo colineales

El disefio colineal consiste basicamente en dos discos de acero inoxidable u otro
material conductor, a modo de electrodos, separadas por disco de material aislante
(Figuras 1.10C y 1.17). Uno de los electrodos se conecta a alto voltaje, mientras que el
otro lo hace a tierra. En este caso, al contrario que en el resto de disefos, la diferencia

de potencial se establece en la misma direccion que el flujo del producto.

A diferencia de las camaras de electrodos paralelos y las coaxiales, el disefio
colineal reduce considerablemente la superficie de los electrodos y, en consecuencia,
la intensidad de corriente requerida para generar una determinada diferencia de
potencial (Dunn, 2001). Por ello, estas camaras resultan en general mas ventajosas
desde un punto de vista energético. Ademas, su seccion circular permite un facil
acoplamiento de la camara a las conducciones tubulares utilizadas en la industria. El
principal inconveniente de las camaras de tratamiento de disefio colineal es que la
distribucion del campo eléctrico en la zona de tratamiento no es uniforme (Van den
Bosch, 2007; Gerlach et al., 2008). Esta falta de homogeneidad es especialmente
critica en aquellas aplicaciones que tienen como objetivo la pasteurizacion de los

alimentos, en las que es necesario garantizar que todas las partes del producto reciben
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un tratamiento minimo necesario para garantizar la inactivacion de la flora patogena.
Por ello, para una futura aplicacion de la tecnologia de los PEAV con camaras
colineales a nivel industrial, es fundamental la correcta definicion de la distribucion
del campo eléctrico en ellas (Goéngora-Nieto, 2001; Lindgren, 2001). La medida
directa del campo eléctrico en este tipo de camaras mediante la introduccion de sondas
no es posible ya que, por un lado, las dimensiones de las camaras son muy reducidas,
y por otro, porque la introduccion de elementos en la zona de tratamiento perturbaria
la distribucion del campo eléctrico aplicado. Es por ello que, para conocer la
intensidad del campo eléctrico en cada punto de la zona de tratamiento, en la
actualidad, se estan utilizando técnicas de simulacion numérica (Fiala et al., 2001;
Lindgren, 2001; Lindgren et al., 2002; Van den Bosch, 2007; Toepfl et al., 2007b;
Gerlach et al., 2008; Jaeger et al., 2009a; Puértolas 2010b, 2011).
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Figura 1.16. Modificacion realizada por Qin ef al. (2000) de la camara de tratamiento coaxial disenada

por Qin ef al. en 1997.

Uno de los métodos de simulacién numérica mas utilizados es el método de
elementos finitos (MEF). Este se basa en dividir el cuerpo o estructura (denominada

“dominio”) en una serie de subdominios no intersectantes entre si denominados
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“elementos finitos”. Dentro de cada elemento, se distingue una serie de puntos
denominados “nodos” que unidos entre si forman una malla. Una serie de ecuaciones
integrales, denominadas “ecuaciones de gobierno”, definen el sistema. Estas se
resuelven en cada uno de los nodos, interpoldndose el resultado al resto de la

estructura con el consecuente ahorro computacional (Ferziger y Peric, 2002).

En la actualidad, el desarrollo de aplicaciones informaticas, como Comsol
Multiphysics®, especialmente disefiadas para el calculo de variables fisicas mediante
MEF, ha facilitado la posibilidad de estimar no sélo la intensidad del campo eléctrico,
sino también la temperatura e incluso el flujo del producto en el interior de las camaras
de tratamiento en continuo. Por ello, el uso de este tipo de programas es basico, tanto
para conocer la distribucidon de estas variables fisicas en las cdmaras ya construidas,
como para el disefio inicial de las propias camaras. Estas herramientas permiten la
optimizacion de las dimensiones de las camaras para obtener el campo eléctrico lo mas
uniforme posible, asi como evitar las recirculaciones del producto y las zonas de

elevada temperatura (Van den Bosch, 2007; Gerlach ef al., 2008; Jaeger et al., 2009a).

A partir de los datos de las simulaciones y con objeto de comparar los
resultados entre las diversas camaras colineales desarrolladas, en la literatura se
pueden encontrar basicamente dos maneras distintas de definir numéricamente el
campo eléctrico aplicado. Toepfl et al. (2007b) propusieron utilizar la intensidad del
campo eléctrico en el punto central de la linea media de la zona de tratamiento (punto
A en la Figura 1.17). Este valor equivale al mayor campo eléctrico que recibe el
producto que pasa por el eje central de la cadmara de tratamiento, que es la zona donde
el campo eléctrico aplicado es menor. Por otro lado, Jaeger et al. (2009) han propuesto
recientemente definir el tratamiento mediante el campo eléctrico medio del eje central
de la zona de tratamiento (valor medio del campo eléctrico entre los puntos B y C de

la Figura 1.17).
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Figura 1.17. Puntos propuestos para la caracterizacion de la intensidad del campo eléctrico en un
tratamiento de PEAV mediante cdmaras colineales. 4 se corresponde con el centro del eje de simetria de
la zona de tratamiento; B y C, con los extremos del eje de simetria de la zona de tratamiento; B’ y C’,

con los extremos del eje de simetria de la zona de tratamiento reducida.

Si bien ambos sistemas propuestos son adecuados para comparar resultados,
¢éstos pueden originar problemas importantes en el caso de los estudios de inactivacion
microbiana. Asi, que el valor del campo eléctrico utilizado para definir el tratamiento
corresponda al necesario para obtener la pasteurizaciéon de un determinado producto,
ciertamente no significa que todo el producto haya recibido ese tratamiento. Por ello,
en el caso de los tratamientos de inactivacion microbiana, lo mas conveniente seria
definir el tratamiento en funcion del campo eléctrico mas bajo obtenido en la zona de
tratamiento (puntos B o C de la Figura 1.17), de forma analoga a como se trabaja en
los tratamientos térmicos donde se toma como referencia, para caracterizar el
tratamiento, el punto del envase donde mas tarde se alcanza la temperatura de
procesado. Con este sistema, se definiria la intensidad del campo eléctrico del
tratamiento en las cadmaras colineales como la minima intensidad aplicada, con lo que
se aseguraria que todo el producto ha recibido como minimo ese tratamiento. Sin
embargo, este planteamiento suscita un nuevo problema, delimitar la zona de
tratamiento. Cuanto mas bajo sea el valor del campo eléctrico en el punto de menor

intensidad de la zona de tratamiento, mayores seran los requerimientos energéticos
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para poder aplicar el tratamiento minimo que asegure la consecucion del objetivo. Para
evitar que éste valor sea demasiado bajo, los limites laterales de la zona de tratamiento
se pueden reducir (puntos B’ o C’ de la Figura 1.17), desestimando el tratamiento que
reciba el producto fuera de esos limites, aunque reduciendo en consecuencia la zona

efectiva de tratamiento.

La configuracion colineal comenz6 a estudiarse para la aplicacion de
tratamientos de inactivacion microbiana. En este caso, debido a los elevados campos
eléctricos necesarios, la distancia entre los electrodos era muy pequefia (del orden de
mm) por lo que también lo era el volumen de la cdmara de tratamiento y, como
consecuencia, el tiempo de residencia. Ello provocaba que fuera necesario utilizar
frecuencias de tratamiento muy elevadas para que el producto recibiese un nimero de

pulsos suficiente.

La primera aproximacion al disefio colineal para el tratamiento de PEAV en
flujo continuo fue llevada a cabo por Dunn y Pearlman (1987) (Figura 1.18). Su
especial disefio permitia la eliminacion del interruptor del circuito. Asi, el generador
de corriente continua estaba conectado directamente con la cdmara de tratamiento. La
camara consistia en varios electrodos circulares de acero inoxidable conectados al
generador de PEAV, separados por piezas circulares de material aislante. Cuando el
producto circulaba a través de ella, se generaba un campo eléctrico intenso en las
zonas mas estrechas de los aislantes, mientras que en las zonas donde sus paredes se
alejaban, la intensidad del campo eléctrico era menor. De esta manera, el nimero de
pulsos era determinado por el nimero de piezas aislantes, y la anchura de los mismos
por la velocidad de flujo. La ausencia del interruptor de este disefio suponia la
aplicacion continua de corriente eléctrica, lo que a nivel practico, limitaba su
aplicacién a escala industrial al encarecer enormemente el proceso (Zhang et al.,

1995).

Con objeto de solventar los problemas del disefio colineal, Yin et al. (1997)
construyeron y patentaron una configuracion consistente en una sucesion de camaras
colineales conectadas en serie (Figura 1.19). Con el fin de que la temperatura del
producto no alcanzara valores muy elevados, entre las camaras se situaban
intercambiadores de calor que se sumergian en un bafio de agua a baja temperatura.

Esta patente de la Universidad de Ohio (OSU) dio lugar al desarrollo, junto con la
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empresa Diversified Technologies (Bedford, EE.UU.), a uno de los primeros equipos
de PEAV a escala planta piloto o semi-industrial para la inactivacion microbiana, el
llamado sistema OSU (hasta 6000 L/h). Otros autores propusieron mas adelante el uso
de camaras colineales conectadas en serie (Qiu et al., 1998; Lindgren et al., 2002). Si
bien la inclusién de intercambiadores de calor entre las camaras evitaba los efectos
térmicos, en principio no deseados, la necesidad de un sistema de refrigeracion hace

que estas instalaciones tengan un gasto energético adicional.
Electrodo Alslante Producto
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Figura 1.18. Esquema de la camara de flujo continuo disefiada por Dunn y Pearlman (1987) para la

supresion del interruptor del circuito eléctrico.

Mas adelante, Mastwijk y Bartels (2001) desarrollaron una cémara de
tratamiento basada en el disefio colineal, aunque con ciertas modificaciones (Figura
1.20). Esta consta de 5 electrodos, uno de ellos conectado a tierra y los otros cuatro a
alto voltaje, separados por el material aislante. Aunque entre cada par de electrodos el
campo eléctrico es relativamente homogéneo, a lo largo de la camara se establece
cierto gradiente de intensidades. Por lo tanto, este disefio posee los mismos problemas
de falta de uniformidad del campo eléctrico de los que adolece el disefio de Yin et al.

(1997), sin aportar mejoras consistentes.
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Figura 1.19. Configuracion de camaras colineales conectadas en serie patentada por Yin et al. (1997).
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Figura 1.20. Disefio general de la camara de tratamiento de flujo continuo de Mastwijk y Bartels

(2001).

Basandose en disefios anteriores (Fiala et al., 2001; Lindgren, 2001), Toepfl et
al. (2007b) desarrollaron una camara colineal para la aplicacion de tratamientos de
inactivacion microbiana (Figura 1.21). Esta constaba de tres electrodos de acero
inoxidable, separados por dos piezas de material aislante. El electrodo central estaba
conectado a alto voltaje y los laterales, a tierra. La cdmara definida por Toepfl et al.
(2007b) poseia dos zonas de tratamiento entre los electrodos, de 4 mm de didmetro y 6
mm de longitud. En este disefio, la superficie de los electrodos y del material aislante
no estaba al mismo nivel. El didmetro interno de los electrodos (6 mm) era algo mayor
que el de las piezas aislantes (4 mm). Ademas, los bordes de estos salientes estaban
redondeados para evitar los angulos de 90°. Este particular disefio permitia aumentar la
intensidad del campo eléctrico en la zona de tratamiento, asi como mejorar la
uniformidad del tratamiento. Sin embargo, aun con esta mejora, la distribucioén del

campo eléctrico en el interior de la cdmara no era totalmente uniforme.

Electrodos Aislante Producto

N _——
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Figura 1.21. Esquema basico de la camara colineal de flujo continuo desarrollada por Toepfl et al.

(2007b).
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Posteriormente, con objeto de mejorar la distribucion del campo eléctrico,
Gerlach et al. (2008) desarrollaron un modelo matematico para calcular el radio que
han de tener los bordes del material aislante, en funcion de los didmetros internos.
Ademas, estos autores estudiaron la distribucion de la temperatura y el flujo en éste
tipo de disenos observando que, en las zonas tras los salientes del material aislante,
existian recirculaciones del producto que originaban aumentos considerables de la
temperatura. Estos puntos o zonas, denominados “hot spots”, estan relacionados con la
aparicion de burbujas y de fendmenos de ruptura dieléctrica en este tipo de disefios
(Puértolas et al., 2008). Ademas, las elevadas temperaturas alcanzadas en ellos pueden
provocar la inactivacion tanto de microorganismos como de enzimas, asi como la
pérdida de propiedades organolépticas y nutritivas termosensibles de los alimentos

(Gerlach et al., 2008).

Con la finalidad de evitar esos “hot spots” y de provocar un flujo turbulento en
la zona de tratamiento que mejorara la uniformidad del mismo, Jaeger et al. (2009a)
desarrollaron un sistema que consistia en situar cuatro mallas de acero inoxidable (350
um de tamafio de rejilla) perpendiculares a la direccion del flujo, justo antes y después
de las zonas de tratamiento. Con ellas, no sélo consiguieron en gran medida los
objetivos planteados, sino que también mejoraron la distribucién del campo eléctrico y
aumentaron a su vez su intensidad en la zona de tratamiento. Sin embargo, estas
mallas podrian suponer un problema en el tratamiento de algunos liquidos viscosos o

con particulas en suspension.

1.1.3.2.3. Sistema de control y toma de datos

El sistema de control debe regular todo el proceso de aplicacion de los PEAV:
la carga del condensador a partir del generador de corriente a un voltaje determinado,
la descarga del condensador, la frecuencia de los pulsos y el tiempo de tratamiento.
Ademas, el equipo tiene que disponer de un sistema que registre los parametros del
proceso tales como la forma del pulso, el nimero de pulsos, el voltaje y energia
aplicados, la intensidad de corriente que circula a través de la camara de tratamiento,
la temperatura de tratamiento y el caudal del producto a tratar en el caso de un proceso

en continuo. Para el registro de los pardmetros eléctricos, se deben utilizar sondas
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adecuadas conectadas a un osciloscopio. Este, ademas de recoger los valores,
integrarlos y calcular diferentes pardmetros del proceso, puede estar conectado a un
ordenador donde se almacenan todos los datos. El ordenador a su vez puede estar

conectado a otros dispositivos para controlar todo el proceso.

Debido a los altos voltajes y a las elevadas intensidades de corriente, las sondas
de medida de estos parametros son especiales para este tipo de aplicaciones. Tanto las

sondas como el osciloscopio deben tener una respuesta de banda ancha de al menos

100 MHz (Géngora-Nieto et al., 2002).

Otro tipo de sondas de control necesarias son las de temperatura. La
temperatura no es un parametro eléctrico propiamente dicho, pero tiene una influencia
importante sobre otros parametros como la conductividad del medio, la intensidad del
campo eléctrico, la anchura del pulso o la energia aplicada (Heinz et al., 1999). Las
sondas normalmente utilizadas para la lectura de la temperatura son termopares
(Wouters et al., 1999; Aronsson y Ronner, 2001) o sondas de temperatura de fibra
optica (Zhang et al., 1994b; Ravishankar et al., 2002). No obstante, también es posible
calcular el incremento de temperatura de forma indirecta a través de la energia
aplicada en sistemas en continuo o de la diferencia de potencial e intensidad de
corriente entre el primer pulso aplicado y el ultimo en sistemas con camaras estaticas

(Heinz et al., 1999).
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1.1.4. Inactivacion microbiana mediante PEAV

Los campos eléctricos externos tienen como principal efecto la electroporacion.
Basado en este efecto, se han sugerido distintas aplicaciones de la tecnologia de PEAV
en la industria alimentaria, como son la mejora de los procesos de transferencia de
masa y la inactivacion de microorganismos. Esta Tesis Doctoral se centra en esta

ultima aplicacion.

Para lograr la inactivacion de microorganismos alterantes y patdogenos en los
alimentos, es necesario aplicar tratamientos por encima de los 10 kV/cm, aunque,
generalmente, para conseguir una inactivacion significativa son necesarios valores
superiores a 20 kV/cm. La capacidad de inactivar microorganismos por los PEAV se
debe a la formacién de poros irreversibles en las envolturas celulares, como se ha
descrito previamente en el apartado de Mecanismo de Acciéon de los PEAV (1.1.2). El
aumento de la demanda por parte de los consumidores de alimentos seguros con
cualidades nutritivas y organolépticas similares al producto fresco, esta haciendo que
se investigue con mas interés nuevos métodos de inactivacién microbiana no térmicos
que puedan sustituir a los tratamientos por calor. La capacidad de inactivacion de
microorganismos por PEAV situa a esta tecnologia entre una de las mas prometedoras
en el campo de la conservacion de los alimentos (Qin et al., 1996; Ortega-Rivas,

2011).

1.1.4.1. Factores que afectan a la inactivacion microbiana

La eficacia del proceso de inactivacion microbiana mediante PEAV depende de
diversos factores. Estos factores se pueden clasificar esencialmente en factores del
proceso, caracteristicas del microorganismo y caracteristicas del medio de tratamiento
(Wouters et al., 2001a). Es necesario un adecuado conocimiento de la influencia de
estos factores de manera individual y sus posibles interacciones, para poder evaluar
adecuadamente el potencial de los PEAV como un sistema de inactivaciéon microbiana

eficaz.
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1.1.4.1.1. Factores del proceso

La intensidad del campo eléctrico, el tiempo de tratamiento, la forma y la
anchura del pulso, la frecuencia, la energia total y la temperatura son factores

importantes a tener en cuenta en la inactivacion microbiana por PEAV.

1.1.4.1.1.1. Intensidad del campo eléctrico

El campo eléctrico es uno de los factores mas importantes que influyen en la
letalidad de los PEAV. A la hora de evaluar este parametro hay que considerar no s6lo
su intensidad sino también la distribucion del campo eléctrico dentro de la cdmara de
tratamiento (Alvarez et al., 2006). Por encima de un valor umbral, denominado campo
eléctrico critico, la inactivacion microbiana aumenta al hacerlo la intensidad del
campo eléctrico (Barssoti y Cheftel, 1999; Wouters et al., 2001a). Este campo
eléctrico critico suele estar comprendido entre 2 y 14 kV/cm (Hiilsheger et al., 1981,
1983; Castro et al., 1993; Gaskova et al., 1996; Grahl y Markl, 1996; de Jong y van
Heesch, 1998). Por encima de ese campo eléctrico critico y para un tiempo de
tratamiento o nivel energético constante, algunos autores han observado que la
inactivacion microbiana aumenta exponencialmente al aumentar su intensidad
(Hiilsheger, et al., 1981; Grahl y Mairkl, 1996, Pothakamury et al, 1996). Sin
embargo, otros autores han observado que tratamientos por encima de un determinado
valor del campo eléctrico, no producen un aumento significativo en la inactivacion

microbiana (Wouters et al., 1999; Alvarez et al., 2003d).

La distribucion del campo eléctrico dentro de la camara es otro de los factores
a considerar cuando se quiere conocer con precision la influencia de este factor. Una
distribucion heterogénea del campo eléctrico en la cdmara de tratamiento puede
inducir a errores importantes en la estimacion de su efecto. Por otro lado, la existencia
de zonas donde se alcanzan campos eléctricos muy elevados puede provocar el
aumento de la temperatura, lo que contribuiria al efecto letal de los tratamientos, por lo
que la letalidad total seria consecuencia de una combinacién de los dos efectos, el

térmico y el debido al campo eléctrico.
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1.1.4.1.1.2. Forma, anchura del pulso y tiempo de tratamiento

Se ha observado que, cuando se utilizan pulsos de la misma energia e intensidad
de campo eléctrico, los pulsos de onda cuadrada son ligeramente mas eficaces que los
pulsos de caida exponencial (Qin et al., 1994; Zhang et al., 1994a; Pothakamury et al.,
1996; de Hann y Willcock, 2002; Amiali et al., 2006). Se cree que la menor eficacia
de los pulsos de caida exponencial es debida a que durante la fase de caida, a partir de
de determinado momento, el campo eléctrico aplicado esta por debajo del campo
eléctrico critico necesario para la inactivacion microbiana. Algunos autores han
indicado que los pulsos eléctricos bipolares son mas letales que los monopolares (Qin
et al., 1994; Zhang et al., 1995). Qin et al. (1994) establecieron que este fendmeno
podria relacionarse con que los pulsos bipolares provocan cambios de polaridad en las
membranas y los consecuentes movimientos de cargas; en definitiva, un mayor estrés
en la membrana celular, lo que facilitaria la electroporacion. Sin embargo, otros
autores como Beveridge et al. (2002), no observaron un incremento en la eficacia del

proceso debido al uso de pulsos bipolares.

La relacion de la inactivacion microbiana con el tiempo de tratamiento se trata

con mas detalle en el apartado de Cinética de Inactivacion Microbiana (1.2.4.2).

1.1.4.1.1.3. Frecuencia

En general se observa que, para el mismo tiempo de tratamiento y campo
eléctrico, la inactivacion microbiana es independiente de la frecuencia con la que se
aplican los pulsos (Hiilsheger et al., 1981; Raso et al., 2000; Alvarez et al., 2003b,c).
Algunos autores han indicado que al aumentar la frecuencia de tratamiento aumenta el
efecto letal de los PEAV (Gutierrez-Becerra et al., 2002; Picart et al., 2002;
Mosqueda-Melgar et al., 2007). En estos estudios no se ha considerado que un
aumento de la frecuencia supone un incremento de la energia especifica aplicada por
unidad de tiempo y, como consecuencia, un aumento de la temperatura del medio de
tratamiento. Es bien conocido que la inactivacion microbiana por PEAV aumenta con
la temperatura por lo que, probablemente, el efecto atribuido a este factor es debido al

mayor efecto letal de los tratamientos de PEAV a temperaturas mas elevadas.
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1.1.4.1.1.4. Energia especifica

Se ha observado que la inactivacion microbiana aumenta con la energia
especifica aplicada (Mizuno y Hori, 1988; Grahl et al, 1992; Heinz et al., 1999;
Martin-Belloso ef al., 1997b; Sato et al., 2001; Alvarez et al., 2003). Desde un punto
de vista practico, es interesante establecer la intensidad de campo eléctrico y la
anchura de pulso que permita obtener la maxima inactivacion con el menor consumo
energético. Schoenbach et al. (1997) observaron que para conseguir la misma
inactivacion microbiana en Escherichia coli era necesaria menos energia cuanto mayor
era la intensidad del campo eléctrico y menor la anchura del pulso. Es decir que, para
el mismo nivel energético, eran mas eficaces pulsos de mayor amplitud y duracion,
que mas cortos y de menor amplitud. Resultados similares sobre la inactivacion de
células vegetativas de Bacillus subtilis fueron obtenidos por Heinz et al. (1999) y por
Heinz y Knorr (2000). Al igual que la intensidad del campo eléctrico y el tiempo de
tratamiento, la energia especifica también determina el grado de permeabilizacién de
la membrana. El nimero de células permeabilizadas de Lactobacillus plantarum
aumentod, a distintas intensidades del campo eléctrico, cuando se aplicaban mayores

niveles energéticos (Wouters et al., 2001b).

Se ha propuesto el uso de la energia especifica como parametro de control en
lugar del tiempo de tratamiento (Heinz ef al., 2001), especialmente cuando se aplican
pulsos de caida exponencial, en los que la medida del tiempo de tratamiento no es muy
precisa. Cuando la energia se utiliza con este proposito, es necesario calcularla

integrando el area bajo la curva que define el pulso aplicado.

La energia especifica no puede utilizarse por si sola como pardmetro para
caracterizar un tratamiento de PEAV, sino que debe indicarse también la intensidad
del campo eléctrico, ya que se ha observado que cuando se compara la eficacia de
pulsos de la misma energia, son mas eficaces aquellos que se aplican con una mayor
intensidad de campo eléctrico. Sin embargo, la energia aplicada es un pardmetro que
incluye numerosos factores como la conductividad del medio, la anchura del pulso, el
volumen de muestra tratada y la resistencia de la cdmara de tratamiento, por lo que
podria ser un pardmetro muy adecuado para comparar resultados obtenidos en distintas

condiciones experimentales e instalaciones (Heinz et al., 2001).
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1.1.4.1.1.5. Temperatura

Aunque los tratamientos de inactivacion microbiana por PEAV se aplican a
temperaturas por debajo de las consideradas letales para los microorganismos, los
efectos letales de los PEAV aumentan de forma sinérgica al aumentar la temperatura
del medio de tratamiento (Alvarez et al., 2006). Este incremento ha sido observado
tanto a temperaturas no letales (Zhang et al., 1994c; Pothakamury et al., 1996;
Aronsson y Ronner, 2001; Hodgins et al., 2002; Smith et al., 2002; Heinz et al., 2003;
Fleischman et al., 2004) como letales (Jayaram ef al., 1991; Reina et al., 1998; Liang
et al., 2002; Heinz et al., 2003; Hermawan et al., 2004; Septlveda et al., 2004, 2005).
La ventaja del efecto sinérgico de esta combinacion es la posibilidad de reducir la
intensidad del tratamiento de PEAV para alcanzar un determinado nivel de

inactivacion microbiana (Heinz et al., 2003; Alvarez y Heinz, 2007).

Coster y Zimmermann (1975) observaron que el incremento del nivel de
inactivacion, al aumentar la temperatura del medio de tratamiento, podria ser debido a
la disminucion del potencial transmembrana minimo necesario para provocar la
ruptura dieléctrica de la membrana celular. Esta disminucion del potencial
transmembrana podria explicarse por la transicion de la fase de gel a la fase liquido-
cristalina de los fosfolipidos de la membrana, inducida por ese aumento en la
temperatura del medio (Stanley, 1991). Heinz et al. (2001) observaron que el campo
eléctrico critico para Escherichia coli (8 kV/cm), calculado de acuerdo con la forma y
el tamano del microorganismo, se vio significativamente reducido (5 kV/cm) cuando

este microorganismo se trato a 42°C.

1.1.4.1.2. Caracteristicas de los microorganismos

La inactivacion microbiana por PEAV depende de distintos aspectos
relacionados con el microorganismo que se va a tratar, como el tipo de

microorganismo, su tamafio, su forma o las condiciones de cultivo.
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1.1.4.1.2.1. Tipo de microorganismo

Mediante los tratamientos por pulsos eléctricos de alto voltaje es posible
inactivar las formas vegetativas de mohos, levaduras y bacterias. Los diferentes
estudios estipulan que las levaduras son los microorganismos mas sensibles a esta
tecnologia, y que, de forma general, las bacterias Gram-positivas son mas resistentes
que las Gram-negativas (Sale y Hamilton, 1967a; Hiilsheger et al., 1983; Qin et al.,
1991; Zhang et al., 1994a; Wouters y Smelt, 1997; Qin et al., 1998). Sin embargo,
otros parametros como la cepa microbiana, el pH del medio o la temperatura de

tratamiento pueden matizar esta afirmacion general.

Dentro de una misma especie microbiana, pueden existir variaciones en la
resistencia a los PEAV entre cepas. Por ejemplo, Lado y Yousef (2003) demostraron
que, tras aplicar el mismo tratamiento de pulsos eléctricos (25 kV/cm, 144 ps) a 9
cepas distintas de Listeria monocytogenes, los niveles de inactivacion variaban entre
1,0 y 3,5 ciclos logaritmicos. Cebrian (2009) obtuvo resultados similares tras aplicar
de un tratamiento de 26 kV/cm y 400 ps a 28 cepas diferentes de Staphylococcus
aureus. En este caso, observo una variacion de la resistencia a los PEAV, desde 4,0
ciclos logaritmicos en la cepa mas sensible hasta 0,1 ciclos logaritmicos en la mas
resistente. Otros autores, como Rodriguez-Calleja et al. (2006) con diferentes cepas
también de S. aureus, o Somolinos et al. (2008a) con cepas de E. coli, encontraron
también diferencias en la resistencia a los PEAV entre cepas del mismo

microorganismo.

Aunque es posible inactivar células vegetativas mediante PEAV, los esporos
bacterianos son resistentes a esta tecnologia (Knorr ef al., 1994; Grahl y Markl, 1996;
Pagan et al., 1998; Raso et al., 1998a; Heesch et al., 2000; Katsuki et al., 2000;
Cserhalmi et al., 2002). Debido al peculiar mecanismo de accidén de esta tecnologia,
los esporos bacterianos, cuyas membranas estan protegidas por el cortex, son
resistentes a estos tratamientos. En consecuencia, esta tecnologia puede utilizarse
como alternativa a los tratamientos térmicos de pasteurizacién, pero no a los de
esterilizacion (Pagan et al., 1998; Pol et al., 2001). Por otra parte, en relacion a las
formas esporuladas no bacterianas, algunos estudios indican que es posible la

inactivacion de conidiosporos de algunos mohos y de ascosporos de algunas levaduras
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por PEAV, si bien los ascosporos de Neosartoria fischeri son resistentes a estos

tratamientos (Raso et al., 1998a, 1998b).

1.1.4.1.2.2. Tamario y forma de la célula

La resistencia microbiana a los PEAV parece estar relacionada con la forma, el
tamafo de la célula y su posicion respecto a la orientacion del campo eléctrico (Qin et
al., 1991, 1998; Kehez et al., 1996; Eynard ef al., 1998; Barbosa-Canovas et al., 1999;
Heinz et al., 2002; Toepfl et al., 2006). La relacion de estos factores con la resistencia
microbiana a los PEAV podria explicar no solo la mayor sensibilidad de las levaduras
frente a las bacterias, sino también las diferencias de resistencia entre cepas del mismo

microorganismo (Lado y Yousef, 2003).

La influencia del tamafio en el efecto letal de los PEAV se ha relacionado con
el potencial transmembrana creado por un campo eléctrico externo. Cuanto menor es
el tamafio celular, menor es el valor del potencial transmembrana inducido por la
accion de un determinado campo eléctrico y mayor es la resistencia del
microorganismo al tratamiento (Zimmermann et al., 1974; Hiilsheger et al., 1983),
como ya se ha explicado anteriormente (ecuacion 1.1, en 1.1.2. Mecanismos de accion

de los PEAV).

La forma también influye en el efecto del campo eléctrico sobre el potencial
transmembrana. Toepfl et al. (2006), tomando como referencia las dimensiones de
Saccharomyces cerevisiae, E. coli y L. innocua, establecieron matematicamente que
las células bacilares son mas sensibles que las esféricas a la acciéon de un campo
eléctrico, y que en las células de mayor tamafio, la intensidad de campo eléctrico
necesaria para producir electroporacion es menor que en cé¢lulas mas pequeiias. Por
otro lado, el potencial transmembrana de las células no esféricas depende de su
orientacion respecto a la direccion del campo eléctrico externo (Heinz et al., 2001;
Valic et al., 2003). Este hecho es especialmente critico cuando la distribucién del

campo eléctrico no es homogénea en la zona de tratamiento.
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1.1.4.1.2.3. Fase de crecimiento y condiciones de cultivo

La fase de crecimiento es otro de los factores que influyen en la resistencia a la
accion de un campo eléctrico externo. Se ha observado que las células en fase
exponencial de crecimiento son mas sensibles que las que se encuentran en la fase
estacionaria (Jacob et al., 1981; Hiilsheger et al., 1983; Tatebe et al., 1995; Gaskova et
al., 1996; Pothakamury et al., 1996; Barbosa-Canovas et al., 1998; Wouters et al.,
2001a; Alvarez et al., 2002; Rodrigo et al., 2003). Este aumento en la sensibilidad
puede ser debido al mayor tamafio de las células que se encuentran en la fase de
division. Durante esta fase, las células aumentan de tamafio para después dividirse en
dos. Por otro lado, la temperatura de incubacion también afecta a la resistencia a los
PEAV. Las investigaciones realizadas muestran que los microorganismos cultivados a
temperaturas menores a las Optimas para su crecimiento son mas sensibles que
aquellos crecidos a su temperatura 6ptima de cultivo (Alvarez et al., 2002, 2003c;
Ohsima et al., 2002; Russell, 2002; Cebriadn et al., 2007), aunque las diferencias en la
resistencia no son importantes, nunca mayores a 1 ciclo logaritmico. La causa de estas
variaciones en la sensibilidad pueden deberse a la diferente composicion lipidica de las
envolturas celulares. A menor temperatura de cultivo, las membranas presentan una
mayor concentracion en acidos grasos insaturados, lo que hace que aumente la fluidez
de la membrana (Tsuchiya et al., 1987; Piittmann et al., 1993). El aumento de la

fluidez de la membrana podria ser la causa del aumento en la sensibilidad a los PEAV.

1.1.4.1.2.4. Condiciones de recuperacion

Uno de los factores mas importantes para determinar la resistencia microbiana
a los PEAV es la cuantificacion apropiada de los supervivientes. Las condiciones de
recuperacion como la temperatura y el tiempo de cultivo, o las caracteristicas del
medio de recuperacion pueden afectar notablemente a la supervivencia de los
microorganismos. Estas condiciones son mdas importantes si cabe, debido a la
presencia de dafo subletal en la poblacion microbiana tras el tratamiento de PEAV
(Garcia et al., 2003; Somolinos et al., 2007, 2008a, 2008b). Tras la aplicacion de un
tratamiento de PEAV, una parte de la poblacion muere y otra sobrevive, entre las
cuales, algunas células sufren dafios subletales lo que las hacen especialmente

sensibles a determinadas condiciones que las células no dafiadas toleran (Garcia et al.,
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2005b). Por lo tanto, si las condiciones de recuperacion son Optimas (medio no
selectivo), las células dafiadas pueden reparar las lesiones, recuperarse y sobrevivir.
Por el contrario, en condiciones desfavorables (medio selectivo), estas células dafadas
mueren. La presencia de este dafio subletal, abre un gran abanico de posibilidades a la
hora de disefiar tratamientos combinados para aumentar la eficacia de los tratamientos

(Mackey, 2000; Somolinos et al., 2007).

1.1.4.1.3. Caracteristicas del medio de tratamiento

Otro de los elementos a tener en cuenta a la hora de estimar la eficacia de un
tratamiento de PEAV es el medio de tratamiento. Sus caracteristicas fisico-quimicas
pueden influir en la resistencia del microorganismo (por ejemplo el pH puede
determinar la resistencia entre cepas del mismo microorganismo) y en el proceso
aplicado (por ejemplo, una variacioén en la conductividad eléctrica puede modificar la
energia aplicada en el tratamiento). Algunos factores clave son la conductividad

eléctrica, el pH, la actividad de agua o la composicion del medio.

1.1.4.1.3.1. Conductividad eléctrica

La influencia de la conductividad eléctrica del medio de tratamiento en la
inactivacion microbiana por PEAV ha sido investigada por diversos autores (Jayaram
et al., 1993; Vega-Mercado et al., 1996; Sensory et al., 1997; Wouters et al., 1999,
2001a; Alvarez et al., 2000, 2003b). No obstante, el estudio de este parametro de
forma individual no es sencillo, puesto que la conductividad eléctrica afecta a distintos
parametros del proceso, como ya se ha indicado anteriormente (resistencia eléctrica de
la camara de tratamiento, intensidad de corriente, diferencia de potencial y, por lo

tanto, a la intensidad del campo eléctrico, etc.).

Para un mismo voltaje aplicado, cuanto mayor es la conductividad eléctrica del
medio de tratamiento, menor es el valor del campo eléctrico aplicado. La forma del
pulso se puede modificar con la variacion de conductividad, sobre todo en los pulsos
de caida exponencial. En estos casos, el uso de la energia especifica seria mas

adecuado como parametro de caracterizacion del tratamiento (Alvarez et al., 2006).
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Wouters et al. (2001b) determinaron que para obtener el mismo nivel de inactivacion
en Lactobacillus plantarum, la energia necesaria era mayor si la conductividad era 16
mS/cm, que si era 4 mS/cm. Esto puede explicarse debido a la relacion existente entre
la resistencia del medio, el voltaje y la intensidad de corriente. Cuanto mayor es la
conductividad del medio de tratamiento, menor es la resistencia, y por tanto, mayor es
la intensidad de corriente necesaria para aplicar el mismo voltaje, lo que hace que la
energia aplicada también sea mayor. Por lo tanto, la conductividad eléctrica es un
parametro cuyo efecto es dificil de determinar, porque no es posible analizarlo en
iguales condiciones de tratamiento (intensidad del campo eléctrico, energia especifica
y tiempo de tratamiento). Alvarez (2003c) observd que tras la aplicacion de
tratamientos de PEAV de onda cuadrada a Salmonella Senftenberg, L. monocytogenes
y Yersinia enterocolitica, en condiciones controladas de intensidad del campo
eléctrico y tiempo de tratamiento, la conductividad en un rango de 1 a 4 mS/cm no
influia en la eficacia de los tratamientos, cuando éstos no superaban 30°C de

temperatura final.

1.1.4.1.3.2. pH del medio de tratamiento

La influencia del pH del medio sobre la resistencia microbiana a los PEAV ha
sido intensamente estudiada por diversos autores. Algunas investigaciones muestran
que los microorganismos son mas sensibles a pH acido (Wouters et al., 1999; Alvarez
et al., 2002; Geveke y Kozempel, 2003; Aronsson et al., 2005); otros autores han
indicado una mayor sensibilidad a pH neutro (Jeantet ef al., 1999; Alvarez et al., 2000;
Garcia et al., 2003); y en otras ocasiones no se ha observado efecto del pH (Heinz y

Knorr, 2000; Ravishankar et al., 2002; Smith ez al., 2002; Alvarez et al., 2003Db).

La influencia del pH parece estar relacionada con el tipo de microorganismo.
Garcia et al. (2005a) observaron que tras el mismo tratamiento de PEAV, las seis
bacterias Gram-negativas estudiadas presentaban mas resistencia a los PEAV que las
dos bacterias Gram-positivas en medio de pH &cido; sin embargo, en medio de pH
neutro las bacterias Gram-positivas resultaron ser mdas resistentes que las Gram-

negativas.
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De manera general, la mayor resistencia de las baterias Gram-positivas en
medio de pH neutro parece estar relacionada con la aparicion de dafios en la
membrana y su posterior reparacion; por otro lado, en pH acido las células se harian
mas sensibles a los PEAV apareciendo dafos irreversibles en la membrana (Garcia et
al., 2005a). En cuanto a las Gram-negativas, se ha observado la existencia de una
poblacion de bacterias dafiadas subletalmente tras los tratamientos de PEAV en medio
acido (Somolinos et al., 2008a). Por lo tanto, la capacidad de recuperacion de ésta
poblacion dafiada podria explicar la mayor resistencia de las Gram-negativas en medio

acido.

1.1.4.1.3.3. Actividad de agua

En los estudios de la influencia de la actividad de agua (ay,) en la inactivacion
mediante PEAV, se ha observado que, al disminuir la actividad de agua, aumenta la
resistencia a los PEAV de diferentes bacterias y levaduras (Min y Zhang, 2000;
Alvarez et al., 2000, 2002, 2003b; Somolinos et al., 2008a). Esto puede ser debido a
que, cuando las células se encuentran en un medio de baja a,,, se produce una salida de
agua del interior de los microorganismos al exterior y por tanto, una reduccion de su
volumen. Como ya se ha expuesto anteriormente, las células con un menor tamafio son
mas resistentes a la electroporacion. Ademas, este fendmeno produce probablemente
un estrechamiento de la membrana citoplasmatica, seguido de una disminucién de la
permeabilidad y de la fluidez de la misma, lo que aumentaria también la resistencia de

la célula a los PEAV (Neidhardt et al., 1990).

El efecto de la reduccion de la ay en la inactivaciéon microbiana por PEAV
puede estar influido por el soluto utilizado con tal propdsito. Alvarez (2003c) observo
que una concentracion de glicerol en el medio de tratamiento del 10% p/v, reducia la

resistencia microbiana a los PEAV, a pesar de la disminucion de la ay, (0,93).

1.1.4.1.3.4. Composicion del medio

Si bien se han realizado diversas investigaciones sobre la influencia de la

composicion del medio de tratamiento en la resistencia microbiana a los pulsos
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eléctricos, las diferentes condiciones de tratamiento y composicion de los medios de

tratamiento utilizados no permiten obtener conclusiones definitivas.

Hiilsheger et al. (1981) observaron que la resistencia de E. coli era mayor en
presencia de sales en cuya composicion habia cationes divalentes como el Ca'" y el
Mg"™". Grahl y Mirkl (1996) observaron que la resistencia de E. coli a los PEAV
aumentaba con la concentracion de grasa de la leche. Jaeger er al. (2009b) han
observado recientemente un efecto protector de las proteinas de la leche,
especialmente las micelas de caseina, en la inactivacion mediante PEAV de
Lactobacillus rhamnosus. Por el contrario, otros autores han visto que la resistencia de
E. coli o de Bacillus cereus en presencia de grasa o de proteinas era la misma que en

tampones (Reina et al., 1998; Maifias et al., 2001; Pol et al., 2001).

Por otro lado, la presencia de determinados componentes en el medio de
tratamiento aumenta en cierta medida la eficacia letal de la tecnologia de los PEAV.
Por ejemplo, se ha descrito que la presencia de determinados compuestos, como
algunos acidos orgénicos (acido benzoico o soérbico), bacteriocinas (como la nisina) o
aceites esenciales (como el carvacrol) (Calderon-Miranda et al., 1999a,b; Ziwei et al.,
2005; Mosqueda-Melgar et al. 2007; Sobrino-Lopez y Martin-Belloso, 2008;
McNamee et al., 2010; Martin-Belloso y Sobrino-Lopez, 2011), incrementa la
inactivacion microbiana, detectandose en algunos casos incluso efectos sinérgicos
(Alvarez et al., 2006). Por ello, el efecto combinado de los PEAV con diversas
sustancias antimicrobianas, como la nisina, la lisozima, la pediocina AcH, 4cidos
organicos o aceites esenciales, esta sujeto a un profundo estudio en los ultimos afios
(Dutreux et al., 2000; Terebiznik et al., 2000; Iu et al., 2001; Pol et al., 2000, 2001;
Smith et al., 2002; Ulmer et al., 2002; Wu et al., 2005; Liang et al., 2002, 2006; Gallo
et al., 2007; Somolinos et al., 2007; Mosqueda-Melgar et al., 2008a).
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1.1.4.2. Cinética de inactivaciéon microbiana

Habitualmente, en el estudio de la resistencia microbiana frente a los distintos
métodos de inactivacion se utilizan las denominadas graficas de supervivencia. En
ellas, se representa el logaritmo decimal o neperiano del nimero de supervivientes
para una determinada intensidad de tratamiento, frente al tiempo de tratamiento. Estas
graficas se suelen describir mediante distintos modelos matematicos a partir de los
cuales se obtienen diferentes pardmetros que permiten cuantificar y comparar la
resistencia microbiana. Las graficas de supervivencia pueden ser lineales, concavas,
convexas o sigmoideas (Xiong et al., 1999; Periago et al., 2002). Cuando la relacion
entre el logaritmo del nimero de supervivientes y el tiempo de tratamiento es una linea
recta, resulta sencillo comparar la resistencia microbiana debido a que la velocidad de
inactivacion es constante e independiente del tiempo de tratamiento. Si las graficas no
muestran este tipo de perfil, la velocidad de inactivacion depende del tiempo de
tratamiento. En estos casos, se requieren modelos matematicos mas complejos para
describir las graficas de supervivencia. Ademas, en general, no se pueden obtener
parametros globales que permitan comparar la resistencia microbiana para cualquier
condicién de tratamiento, por lo que es necesario compararla en unas condiciones

concretas que es necesario indicar.

Cuando se ha investigado la cinética de inactivacion microbiana por PEAV, en
la mayoria de los casos, se han obtenido graficas de supervivencia concavas (Jayaram
et al., 1992, 1993; Alvarez et al., 2000, 2002, 2003b, 2003d; Ohshima et al., 2002;
Rodrigo et al., 2003; Gomez et al., 2005a,b; Cebrian et al., 2007; Puértolas et al.,
2009) (Figura 1.22). En este tipo de gréaficas, se observa que la velocidad de
inactivacion es progresivamente mas lenta al aumentar el tiempo de tratamiento. En
algunos estudios se ha indicado que la cinética de inactivacion microbiana por PEAV
sigue la tradicional cinética de primer orden, es decir, que existe una relacion lineal
entre el logaritmo del niimero de supervivientes y el tiempo de tratamiento. (Mizuno y
Hori, 1988; Martin-Belloso et al., 1997a, 1997b; Sensory et al., 1997; Reina et al.,
1998; Heinz et al., 1999). Sin embargo, en estos estudios la inactivacion microbiana
obtenida no suele superar los 3-4 ciclos logaritmicos, por lo que, probablemente, si se
hubiera prolongado el tiempo de tratamiento para incrementar el nimero de ciclos de
inactivacion, hubiera disminuido la velocidad de inactivacién con el tiempo, y la

forma de las graficas hubiera sido concava.
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Figura 1.22. Ejemplo de grafica de supervivencia concava obtenida en un tratamiento por PEAV.

1.1.4.2.1. Modelos primarios

Para estudiar la cinética de inactivacién microbiana por PEAV y describir
adecuadamente las graficas de supervivencia obtenidas, se ha propuesto el uso de

diferentes modelos matematicos primarios.

En 1981, Hiilsheger et al. desarrollaron, por primera vez, un modelo especifico
para describir la cinética de inactivacién microbiana mediante PEAV, en funcion del
campo eléctrico (E) y el tiempo de tratamiento (¢). Este modelo se basa en la existencia
de dos relaciones lineales, una entre el logaritmo del niimero de supervivientes y el
logaritmo del tiempo de tratamiento, y la otra entre el logaritmo del numero de

supervivientes y la intensidad del campo eléctrico:

E-E, ]

(Ec. 1.9) S (ED =[LJ[ p
’ t

c

donde S es la fraccion de microorganismos supervivientes; & una constante propia de
cada microorganismo; E,. la intensidad del campo eléctrico critica para un tiempo de
tratamiento determinado; f. el tiempo de tratamiento critico para una determinada
intensidad del campo eléctrico. La peculiaridad de este modelo es que establece un

tiempo de tratamiento critico (z.) y una intensidad del campo eléctrico critica (E,) por
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encima de los cuales los tratamientos comienzan a ser letales para los
microorganismos. El pardmetro E. se ha utilizado posteriormente para marcar los
umbrales minimos de inactivacion de distintos microorganismos a un tiempo fijo de

tratamiento (Alvarez et al., 2006).

Posteriormente, Peleg (1995) desarrollé un modelo basado en la ecuacion de
Fermi para describir la relacion entre la fraccion de supervivientes (S) y la intensidad
del campo eléctrico (£) para un numero de pulsos determinado (#). Esta ecuacion se
ajusta a graficas con forma sigmoidea. Los parametros que utiliza este modelo son la
intensidad del campo eléctrico critica (E.), que se corresponde con el punto de
inflexion de la curva y representa el campo eléctrico necesario para inactivar el 50%

de la poblacion, y la pendiente de la parte lineal de la gréfica (a.):

100

E-E,(n)

l+e %™

(Ec. 1.10) S (E,m) =

Tanto el modelo de Hiilsheger et al. (1981) como el de Peleg (1995) son
modelos especificamente desarrollados para los tratamientos de PEAV. Estos
describen adecuadamente la inactivacion microbiana por lo que con ellos se puede
caracterizar y comparar la resistencia microbiana ademas de estimar la inactivacion
microbiana que se consigue en unas determinadas condiciones de tratamiento (Grahl y
Mairkl, 1996; Sensory et al., 1997). Sin embargo, estas ecuaciones fueron utilizadas
para modelizar graficas de supervivencia que cubrian Gnicamente unos pocos ciclos
logaritmicos de inactivacion. Por ello, estos modelos no son del todo adecuados para
describir la inactivacion por PEAV en los niveles de interés para la aplicacion

industrial de esta tecnologia.

A lo largo de los ultimos 15 afios, se ha propuesto el uso de diversas
ecuaciones matematicas para describir las graficas de supervivencia concavas, tanto en
los tratamientos de PEAV, como en los tratamientos con otros agentes o tecnologias
(Tabla 1.1). Asi, se han presentado ecuaciones puramente empiricas (Cole et al., 1993;
Peleg y Penchina, 2000) y ecuaciones con cierta base biologica. Dentro de estas
ultimas, existen ecuaciones basadas en la presencia de dos subpoblaciones de diferente

resistencia a los PEAV (Pruitt y Kamau, 1993), asi como modelos basados en la
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existencia de una distribucion de resistencias en la poblacién microbiana (Augustin et

al., 1998; Peleg y Cole, 1998; Mafart ef al., 2002; van Boekel, 2002).

Dentro de todos los modelos desarrollados, aquellos que estan basados en la
distribucion de Weibull (Weibull, 1951) han sido utilizados por gran nimero de
autores, debido a su simplicidad y flexibilidad (Alvarez et al., 2006). Estos modelos
(Peleg y Cole, 1998; Mafart et al., 2002; van Boekel, 2002) permiten describir graficas
de supervivencia de perfil lineal, cobncavo o convexo, utilizando para ello nicamente
dos parametros, el parametro de escala (b, J 0 a en las ecuaciones de la Tabla 1.1) y el

parametro de forma (n, p y f en las ecuaciones de la Tabla 1.1).

El parametro de forma hace referencia al perfil que presenta la grafica de
supervivencia. Un pardmetro de forma inferior a uno corresponde con un perfil
concavo, superior a uno con un perfil convexo, e igual a uno con una linea recta. En
cambio, el significado del parametro de escala depende de la ecuacion matematica.
Asi, en la ecuacion de van Boekel (2002), éste hace referencia al tiempo necesario
para inactivar el primer ciclo neperiano de la poblacion microbiana, mientras que en la
ecuacion de Mafart et al. (2002), el parametro de escala se corresponde con el tiempo
necesario para inactivar el primer ciclo logaritmico decimal. Hay que apostillar que
estos modelos también se pueden utilizar cuando en la grafica de supervivencia la
fraccion del numero de supervivientes se representa en funcién de la energia
especifica. En tal caso, el parametro de escala cambiaria de unidades, haciendo
referencia a la energia especifica necesaria para reducir el primer ciclo, neperiano o

decimal segun fuese el modelo.
1.1.4.2.2. Modelos secundarios

En los estudios de la cinética de inactivacion microbiana por PEAV, con objeto de
poder comparar la resistencia microbiana en un amplio rango de condiciones
experimentales, es habitual estudiar las relaciones matematicas entre los parametros
del modelo primario con diversas variables investigadas, como la intensidad del
campo eléctrico, el pH del medio de tratamiento o incluso el tiempo de
almacenamiento en refrigeracion de los microorganismos tras el tratamiento (Alvarez
et al., 2003d; Gomez et al., 2005a,b; Garcia et al., 2009). Las ecuaciones utilizadas

para este proposito se denominan modelos secundarios.
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Tabla 1.1: Ecuaciones matematicas utilizadas por diferentes autores para describir la cinética de

inactivacion microbiana mediante PEAV. Adaptado de Alvarez et al. (2006).

Modelo Ecuacién matematica Referencia
. a+(w-a)
Cole et al. (1993) Log,,S(t) = Ty Raso e al. (2000)
e 10 w—a
Peleg y Penchina (2000)" Log,,S(t) =—aln(l+ct) Alvarez et al. (2003¢)
Pruitt y Kamau (1993)° S@) = pe_klt +(1- p)e_kzt Alvarez et al. (2003¢)
Augustin et al. (1998)° S(t) = (1 n e(z—m)/sz )’1 Alvarez et al. (2003¢)
Peleg y Cole (1998)° Log,,S(t) =—-bt" Rodrigo et al. (2003)
¢ P
Mafart ez al. (2002)" Log,,S(t) = _(Ej Gomez et al. (2005b)
1YY ,
van Boekel (2002)2 Log,,S(t) =— 303\ o Alvarez et al. (2003e)
R a

a; a: valor asintdtico superior (log;o S(¢)); w: valor asintético inferior (log;o S(¢)); o: méaxima pendiente de la
curva; 7. log;, del tiempo al que se alcanza la maxima pendiente; #: tiempo (us); S: fraccion de supervivientes.

b; ay c: constantes del modelo; #: tiempo de tratamiento (us); S: fraccion de supervivientes.

¢; P: fraccion de supervivientes de la subpoblacion 1; k;: velocidad de inactivacion de la subpoblacion 1; k;:
velocidad de inactivacion de la subpoblacion 2; #: tiempo (ps); S: fraccion de supervivientes.

d; m: log;o del tiempo para inactivar el 50% de la poblacion (us); s parametro proporcional a la desviacion
estandar de la resistencia (us™); #: log;o del tiempo (us); S: fraccion de supervivientes.

e; b: parametro de escala; n: pardmetro de forma; #: tiempo (us); S: fraccion de supervivientes.

f;, 0: parametro de escala; p: parametro de forma; #: tiempo (us); S: fraccion de supervivientes.

g; a: parametro de escala; f: parametro de forma; #: tiempo (us); S: fraccion de supervivientes.

En el caso de los modelos primarios basados en la distribucion de Weibull, en
muchas ocasiones el parametro de forma es independiente de la intensidad del campo
eléctrico para un mismo microorganismo. En este caso, se reajusta el modelo a las
curvas de supervivencia iniciales, utilizando como parametro de forma el valor medio
obtenido para los distintos tratamientos. Con ello, se consigue simplificar el modelo
basado en la distribucion de Weibull, ya que la ecuacion queda definida por el
parametro de escala, debido a que el pardmetro de forma es constante para todos los
tratamientos (Mafart et al., 2002; Alvarez et al., 2003d, 2003e; Monfort et al.,
2010a,b). Para caracterizar la resistencia microbiana a los PEAV, en estos casos y de
manera analoga a los tratamientos térmicos, Alvarez et al. (2003d) propusieron el uso,

junto con el valor de escala medio, del valor Zpg4y. Este se define como el incremento
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en la intensidad del campo eléctrico necesario para disminuir el parametro de escala
un ciclo logaritmico. Sin embargo, la relacion entre el valor de escala y el campo
eléctrico no siempre es lineal, por lo que el uso del pardmetro Zpzsy no puede

generalizarse.

Lo ideal seria que estos modelos secundarios estuvieran fundamentados en
bases bioldgicas, fueran simples y permitieran a su vez un estudio detallado de la
influencia de las variables en los parametros del modelo primario. No obstante, es
posible encontrar relaciones entre los parametros y las variables estudiadas de diversa
naturaleza (lineales, sigmoideas, polinomiales, etc.). Debido a la variedad de estas
relaciones, se suelen utilizar ecuaciones matematicas empiricas mas o menos
complejas, que permiten describir adecuadamente las relaciones obtenidas. Por
ejemplo, Gomez et al. (2005a,b), utilizaron como modelo secundario para describir la
relacion entre el pH del medio de tratamiento y el pardmetro de forma (p), un modelo

empirico con cuatro parametros basado en la ecuacion de Gompertz (Gompertz, 1825):

(Ec. 1.11)

—e:(=B-(pH-M))

p=A4A+C-e

donde 4, B, C y M son parametros del modelo. En otras ocasiones, cuando se pretende
estudiar la influencia de varias variables a la vez en los parametros del modelo
primario, lo mas habitual es utilizar métodos de regresion multiple, que permiten
evaluar no solo la influencia de las variables individuales, sino también de sus

interacciones (Gomez et al., 2005a, b).

1.1.4.2.3. Modelos terciarios

La inclusion de los modelos secundarios en la expresion del modelo primario
permite obtener los correspondientes modelos terciarios o finales. Una vez que se ha
obtenido esta expresion final, el modelo debe ser validado con nuevos datos
experimentales, utilizando para ello condiciones diferentes. Esto proporciona
informacion de la bondad del ajuste y, si éste no es adecuado, en qué rango de
condiciones se deben obtener datos adicionales para mejorar la precision del modelo

(Whiting, 1995).
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Para la validacion del modelo final se calculan distintos parametros estadisticos
que informan sobre la precision predictiva del mismo. Algunos de ellos son el
coeficiente de determinacion R2, el coeficiente de determinacion ajustado, Aa’j-RZ, el
error cuadratico medio RECM, el factor de precision, Af, y el factor de sesgo, Bf. El
significado y las expresiones matematicas de estos parametros estadisticos se muestran
mas adelante en el apartado 3.5, Tratamiento estadistico de los datos, de la seccion
Material y Métodos. Otras representaciones graficas, como la de los valores obtenidos
experimentalmente frente a los estimados por el modelo, son de gran utilidad para
comprobar que existe una correspondencia adecuada entre los valores estimados y la

respuesta real.

Con los modelos terciarios, es posible predecir la inactivacion microbiana en
funcion del tratamiento de PEAV aplicado (campo eléctrico, tiempo de tratamiento o
energia aplicada) y de las variables medioambientales estudiadas (pH, actividad de
agua, presencia de antimicrobianos, etc.) o, al contrario, determinar las condiciones de
tratamiento para obtener un determinado nivel de inactivacion en la poblacion
microbiana (Goémez et al., 2005a, b). Por ello, la utilizacion de modelos matematicos
es una herramienta basica, no s6lo para estudiar la cinética de inactivacion de los
microorganismos, sino también desde un punto de vista préctico, en las futuras
aplicaciones industriales de la tecnologia de los PEAV para el disefio de procesos que,
ademads de garantizar la seguridad de los alimentos, sean eficientes desde el punto de

vista energético (Alvarez et al., 2003d).

Sin embargo, estos modelos no deben considerarse como sustitutos de los
estudios experimentales, ni del asesoramiento de microbidlogos experimentados.
Deben considerarse como una herramienta complementaria ya que la planificacion de
estrategias apoyadas en el uso de modelos predictivos puede ayudar a solucionar

problemas y realizar predicciones y analisis con mayor facilidad.
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1.1.4.3 inactivacién microbiana por PEAYV en sistemas de flujo continuo

La mayoria de estudios cinéticos sobre la inactivacion microbiana mediante
PEAV se han realizado utilizando cdmaras de tratamiento estticas. El uso de estas
camaras permite controlar con mayor precision los factores que afectan a la resistencia
microbiana, que cuando se aplican tratamientos en flujo continuo. Los estudios de
inactivacion mediante PEAV llevados a cabo en camaras de tratamiento en flujo
continuo simulan mas fielmente un proceso industrial, por lo que los resultados
extraidos de ellos son de gran utilidad desde el punto de vista de la aplicacion practica
de la tecnologia. El principal inconveniente del uso de cdmaras de tratamiento en flujo
continuo es la falta de uniformidad del tratamiento, lo que dificulta la evaluacion del
efecto de estos tratamientos en la inactivacion microbiana. La distribucion del campo
eléctrico no es totalmente homogénea, y depende de la geometria de la cdmara, como
ya se ha descrito en el apartado de Camaras de tratamiento (1.1.3.2.2). Por otro lado, la
uniformidad del tratamiento esta influenciada por el propio flujo y por la distribucion
de temperaturas que se producen en la zona de tratamiento, ya que ésta no es constante
en todo el volumen de la camara. Todo ello, junto con los numerosos factores que
influyen en la inactivacion microbiana por PEAV, y las diferencias en las condiciones
experimentales y caracteristicas de los equipos utilizados, dificulta enormemente la
comparacion de los estudios publicados sobre la inactivacion mediante PEAV en flujo

continuo.

Por ello y por los numerosos factores que influyen en la inactivacion microbiana
por pulsos eléctricos de alto voltaje, junto con las grandes diferencias en las
condiciones de tratamiento y en las caracteristicas de los equipos utilizados, es dificil
comparar los distintos estudios existentes de inactivacion mediante PEAV en flujo

continuo.

En este apartado se tratara de comparar los resultados que aparecen en la
literatura obtenidos en condiciones de tratamiento en flujo continuo, en funcion de los
distintos parametros de procesado investigados (Tabla 1.2), con el fin de extraer
algunas conclusiones generales sobre la inactivacion microbiana por PEAV en

tratamientos en flujo continuo.
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1.1.4.3.1. Intensidad del campo eléctrico

La mayoria de estudios de inactivacion microbiana mediante PEAV en flujo
continuo se han llevado a cabo a intensidades de campo eléctrico comprendidas entre
25y 50 kV/cm, alcanzandose niveles de inactivacion de entre 2 y 6 ciclos logaritmicos
independientemente del microorganismo investigado. En un principio, cabria esperar
que aquellos tratamientos en los que se aplica una mayor intensidad de campo
eléctrico fuesen mas eficaces. Sin embargo, es dificil obtener esta conclusion cuando
se comparan los resultados obtenidos por distintos autores debido a que las diferentes
experiencias se han llevado a cabo con distintos microorganismos o distintas cepas del
mismo microorganismo, en diferentes medios de tratamientos y utilizando distintas
camaras de tratamientos. Por ejemplo, Martin-Belloso et al., (1997) obtuvieron una
reduccion de 6 ciclos logaritmicos en la poblacion de E. coli suspendida en huevo
liquido, aplicando tratamientos de PEAV de 26 kV/cm y 400 ps utilizando una cdmara
de tratamiento coaxial, sin embargo Mosqueda-Melgar et al., (2007), en ensayos en
zumo de sandia, consiguieron una inactivacion de 4 ciclos logaritmicos en el mismo
microorganismo, aplicando tratamientos de mayor intensidad de campo eléctrico (35
kV/cm), y mayor tiempo de tratamiento (2000 ps) utilizando varias cédmaras de
tratamiento colineales dispuestas en serie. En ambos casos, la temperatura se mantuvo

por debajo de los 40°C.

Como se muestra en la Tabla 1.2, en algunos estudios se han aplicado
intensidades de campo eléctrico por encima de 40 kV/cm (Calderén-Miranda et al.,
1999a, b; Qin et al, 1995b, 1998; Mok y Lee, 2000; Evrendilek et al., 2004;
Sampedro et al., 2007). Estos valores tan elevados de intensidad del campo eléctrico,
en algunos casos podrian ser debidos a que los autores, en lugar de calcular el campo
eléctrico aplicado a partir de la medida directa de la diferencia de potencial con una
sonda de alto voltaje colocada en las proximidades de la cdmara de tratamiento, lo
calculasen a partir de la diferencia de potencial seleccionada en el equipo.
Generalmente, el voltaje seleccionado es mayor que el que realmente se aplica en la
camara de tratamiento. En cualquier caso intensidades tan elevadas resultan inviables
desde el punto de vista de la aplicacion industrial de la tecnologia debido al riesgo de
una ruptura dieléctrica en el producto y a que se requieren generadores de PEAV de

mucha potencia para aplicar estos tratamientos.



Introduccion < 09

1.1.4.3.2. Tiempo de tratamiento

Como se muestra en la Tabla 1.2, generalmente cuando se aplican tratamientos
de una intensidad de campo eléctrico en el rango comprendido entre 35 y 50 kV/cm, se
utiliza una Unica cdmara de tratamiento y los tiempos de tratamiento no suelen superar
los 100 ps (Calderén-Miranda et al., 1999a; Heinz et al., 2003; San Martin et al.,
2007). Este tiempo de tratamiento se aplica haciendo pasar el producto por esta camara
una o varias veces. Sin embargo, cuando las intensidades de campo eléctrico aplicadas
son inferiores a 35 kV/cm, se utilizan tiempos de tratamiento mucho mas prolongados.
(Martin-Belloso et al., 1997b; Reina et al., 1998; Amiali et al., 2007). Generalmente,
la aplicacion de estos tiempos de tratamiento tan prolongados requiere del uso de
varias camaras de tratamiento en serie con intercambiadores de calor entre ellas
(Evrendilek et al., 2004a,b; Alkhafaji y Farid, 2007; Sampedro et al., 2007). Estos
intercambiadores refrigeran el producto que sale de una camara antes de entrar en la
siguiente, con objeto de evitar que se alcancen temperaturas muy elevadas que,
ademas de inactivar a los microorganismos, podrian afectar a los pardmetros de
calidad de los alimentos. La utilizacion de la configuracion de camaras conectadas en
serie con sistemas de refrigeracion entre ellas parece poco viable industrialmente no
solo por el coste energético de tratamientos tan prolongados sino por el incremento del

coste energético que supone el sistema de refrigeracion.

En cuanto a la cinética de inactivacion microbiana en los tratamientos por PEAV
en continuo, generalmente se obtiene una relacion lineal entre el logaritmo del nimero
de supervivientes y el tiempo de tratamiento (Martin-Belloso et al., 1997b; Evrendilek
et al., 2004; San Martin et al., 2007). Sin embargo, estas graficas de supervivencia no
pueden compararse con las que se obtienen en los tratamientos a escala de laboratorio
en camaras estaticas. En los tratamientos en flujo continuo, un tratamiento mas
prolongado implica la aplicaciéon de un mayor niimero de pulsos al producto que
atraviesa la camara de tratamiento y, por lo tanto, un mayor aporte energético y un
mayor incremento de su temperatura. Como se ha indicado anteriormente, el tiempo de
residencia del producto en la camara de tratamiento en los procesos en continuo es tan
corto que toda la energia eléctrica aplicada contribuye al incremento de la temperatura
del medio de tratamiento. Por lo tanto, la obtencion de estas graficas de supervivencia

lineales, diferentes a las obtenidas en los tratamientos en estatico, podria ser debida al
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aumento de la eficacia del proceso en los tratamientos mas prolongados, debido a que

estos tratamientos se aplican a mayores temperaturas.

1.1.4.3.3. Temperatura de tratamiento

Resulta dificil obtener conclusiones sélidas sobre efecto de la temperatura en la
inactivacion microbiana por PEAV, dado que en los estudios existentes en la
bibliografia en ocasiones no se indica este parametro con precision o, cuando se
indica, las temperaturas utilizadas en diferentes investigaciones son distintas. Ademas,
apenas existen estudios sistematicos a cerca del efecto de este parametro en la
inactivacion microbiana. De los pocos estudios existentes, se puede concluir que,
aunque no se alcancen temperaturas letales para los microorganismos, al aumentar la
temperatura inicial del producto, aumenta la eficacia letal del tratamiento de PEAV.
Por ejemplo, Amiali ef al. (2007) observaron que la inactivacion obtenida en E. coli
O157:H7 suspendido en yema de huevo tras aplicar un tratamiento de PEAV (20
kV/ecm, 210 ps) fue de 1,9, 2,3 y 4,9 ciclos logaritmicos cuando las temperaturas de
entrada del producto a la cdmara de tratamiento fueron 20, 30 y 40°C,
respectivamente. Cuando el microorganismo tratado fue Salmonella Enteritidis, los
resultados mostraron la misma tendencia. El aumento de la temperatura inicial del
producto disminuy¢ el tiempo y la energia necesarios para alcanzar un determinado
nivel de inactivacion (Sampedro et al., 2007). Heinz et al. (2003) también estudiaron
el efecto de la temperatura inicial del medio de tratamiento sobre la resistencia
microbiana a los PEAV. En sus estudios observaron que, el aumento de la temperatura
del producto entre 35 y 70°C, incrementaba la eficiencia del proceso. Por ejemplo, un
tratamiento de PEAV de una intensidad de campo eléctrico de 36 kV/cm a 35°C
requirié un aporte energético de 60 klJ/kg para lograr un nivel de inactivacion de 3
ciclos logaritmicos de E. coli suspendido en zumo de manzana, mientras que a una
temperatura inicial de 65°C, tan solo fue necesario aplicar 5 kJ/kg. Sin embargo, dadas
las altas temperaturas utilizadas en estos estudios, no queda claro si los niveles de
inactivacion obtenidos se deben al efecto combinado de los PEAV y el calor, o bien se
debe a que, en ocasiones, las temperaturas de salida eran letales por si mismas sobre

los microorganismos investigados.
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En la mayoria de los estudios en los que se indica la temperatura de salida del
producto, ésta se determina mediante un termopar colocado a la salida de la camara de
tratamiento. Recientemente, el uso de técnicas de simulacion numérica ha demostrado
que en algunos puntos de la zona de tratamiento podrian alcanzarse temperaturas mas
elevadas que las medidas con el termopar colocado en el exterior (Jaeger et al.,
2009a). Estas temperaturas deberian considerarse a la hora de evaluar el efecto letal de
los tratamientos y valorar si podrian afectar a las propiedades nutritivas y sensoriales

de los alimentos procesados por PEAV.

Con el fin de que no se alcancen temperaturas muy elevadas en los alimentos
procesados por PEAV cuando se requieren tiempos de tratamiento prolongados,
algunos autores han propuesto el uso de varias cdmaras en serie acompafiado
generalmente con la colocacion de intercambiadores de calor entre ellas para disminuir
la temperatura del producto (Qin et al., 1998; Mok y Lee, 2000; Sampedro et al.,
2006; Alkhafaji y Farid, 2007; Craven et al., 2008; Shamshi et al., 2008). Sin
embargo, esta configuracion, ademds de suponer un aumento en el coste energético del
proceso, podria enmascarara la influencia de la temperatura sobre el efecto letal total
del tratamiento de PEAV. Cuando se trabaja con esta configuracion se suele indicar la
temperatura de salida del producto tras haber circulado por las distintas camaras de
tratamiento y los correspondientes intercambiadores de calor. Por lo tanto, no esta
claro si en las distintas camaras de tratamiento antes del enfriamiento se alcanzan

temperaturas elevadas que puedan contribuir al efecto letal del tratamiento aplicado.

Por ejemplo, Elez-Martinez et al. (2005) aplicaron un tratamiento de PEAV (35
kV/cm, 1000 ps) a una suspension de Lactobacillus brevis en zumo de naranja
mediante 8 camaras de tratamiento colineales en serie, sin exceder los 36°C. La
energia aplicada con este tratamiento fue de 5200 klJ/kg, lo que supondria un
hipotético aumento de la temperatura del producto de aproximadamente 1250°C, de no
disponer de un sistema de refrigeracion entre las 8 camaras de tratamiento conectadas
en serie. El elevado aporte energético sugiere que la temperatura del producto dentro
de cada camara pudiera haber alcanzado unos niveles muy elevados antes de ser
refrigerado, contribuyendo al efecto letal del tratamiento. Ademas, desde un punto de
vista practico, el tratamiento resulta inviable, ya que al alto coste energético que
supone el tratamiento en si, se suma el coste energético derivado de la refrigeracion

del producto en los intercambiadores de calor instalados entre las camaras.
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1.1.4.3.4. Medio de tratamiento

Como se puede observar en la Tabla 1.2, la mayoria de los estudios sobre la
inactivacion microbiana por PEAV en flujo continuo se han llevado a cabo en matrices
alimentarias reales, tales como zumos de frutas (McDonald et al., 2000; Heinz et al.,
2003; Mosqueda-Melgar et al., 2007), leche (Reina et al., 1998; Calderon-Miranda et
al., 1999a; Evrendilek y Zhang, 2005; Floury et al., 2006), huevo liquido (Calderéon-
Miranda et al., 1999b; Amiali et al., 2007), o incluso bebidas alcohdlicas, como
cerveza (Evrendilek ef al., 2004b) o yakju (licor de arroz) (Mok y Lee, 2000). Como
ya se ha comentado en el apartado 1.1.4.1.3 (Caracteristicas del medio de tratamiento),
el medio de tratamiento es uno de los factores mas importantes a tener en cuenta en el
proceso de aplicacion de los PEAV. Las caracteristicas fisicoquimicas del medio

condicionan en gran medida la resistencia microbiana a esta tecnologia.

Con objeto de ilustrar la influencia de las caracteristicas del medio de
tratamiento en la resistencia de los microorganismos a los PEAV, se muestran como
ejemplo las investigaciones sobre L. plantarum de Sampedro et al. (2007) y
Evrendilek et al. (2004b). Sampedro et al. (2007) obtuvieron 2,5 ciclos logaritmicos
de inactivacion de este microorganismo inoculado en batido de leche con zumo de
naranja, tras aplicar un tratamiento de PEAV de 40 kV/cm de intensidad de campo
eléctrico y 130 ps de duracion, mientras que Evrendilek e al. (2004b) lograron una
reduccion de 4,3 ciclos logaritmicos con un tratamiento de 41 kV/cm y 175 ps en el
mismo microorganismo suspendido en cerveza. La mayor inactivacion observada en
las investigaciones de Evrendilek et al. (2004b) pudo ser debida casi con toda
seguridad a las evidentes diferencias en la composicion de los medios de tratamiento.
Otros ejemplos de la influencia del medio de tratamiento en la resistencia microbiana a
los PEAV son las investigaciones de Wouters et al. (1999) y McDonald et al. (2000)
sobre Listeria innocua. Tras la aplicacion de tratamientos de PEAV de 28 kV/ecmy 12
us, vy 30 kV/ecm y 12 us, a L. innocua suspendido en tampon de pH 5,0 y zumo de
naranja, respectivamente, observaron una reduccion de 3,0 y 5,0 ciclos logaritmicos en
la concentracién de este microorganismo. Estos resultados ponen de manifiesto la
importancia de considerar la composicion del medio de tratamiento al estudiar la

eficacia letal de un proceso de PEAV.
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La influencia del medio de tratamiento en la resistencia microbiana a los PEAV
obliga a que, antes de definir las condiciones de tratamiento necesarias para garantizar
la seguridad de un alimento, los resultados obtenidos en medios modelos tendran que

ser validados con los microorganismos de interés en los propios alimentos.

1.1.4.3.5. Tipo de microorganismo

Como se puede observar en la Tabla 1.2, en los estudios realizados en flujo
continuo, de entre los microorganismos Gram-positivos, Listeria innocua es el mas
estudiado (Calderon-Miranda et al., 1999a, b; Wouters et al., 1999; McDonald et al.,
2000; Heinz et al., 2003; Sepulveda et al., 2006, San Martin ef al., 2007), mientras que
de entre los Gram-negativos, lo es E. coli (Martin-Belloso ef al., 1997b; Qin et al.,
1998; Evrendilek et al., 1999; Heinz et al., 2003; Evrendilek y Zhang, 2005; Alkhafaji
y Farid, 2007; Amiali et al., 2007; Mosqueda-Melgar et al., 2007). Los estudios
realizados con la propia flora del alimento son escasos (Qiu ef al., 1998; Jin y Zhang,
1999; Mok y Lee, 2000). En la mayoria de los casos se ha investigado la resistencia de

una poblacién microbiana que se inocula al producto.

La eficacia de un tratamiento de PEAV estd condicionada por el tipo de
microorganismo utilizado en el estudio, como se ha descrito previamente en el
apartado de Caracteristicas de los microorganismos (1.1.4.1.2). Asi, estudios llevados
a cabo en condiciones similares de tratamiento podrian mostrar niveles de inactivacion
diferentes, dependiendo del microorganismo estudiado. Craven et al. (2008) lograron
inactivar hasta 5 ciclos logaritmicos de la poblacion de Pseudomonas fluorescens en
leche desnatada aplicando para ello tratamientos de PEAV de intensidades de campo
eléctrico de 31 kV/cm, durante 20 ps. En otros trabajos, también con leche desnatada,
pero utilizando como microorganismo esta vez Staphylococcus aureus, Evrendilek et
al. (2004a) obtuvieron una reduccion de 3,7 ciclos logaritmicos, incluso aplicando
intensidades de campo eléctrico ligeramente superiores (34 kV/cm) y tiempos de
tratamiento mucho mas prolongados (450 ps). Esta comparacién pone de manifiesto la
influencia de las caracteristicas del microorganismo estudiado sobre la eficacia del

tratamiento de PEAV aplicado.
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Al igual que ocurre en los tratamientos en cdmaras estaticas, existe también
variacion de la resistencia microbiana a los PEAV entre distintas cepas del mismo
microorganismo en los tratamientos en flujo continuo. Por ejemplo, en experiencias
distintas en zumo de manzana como medio de tratamiento, con distintas cepas de E.
coli, Evrendilek et al. (1999) y Evrendilek y Zhang (2005) obtuvieron 5 y 2,6 ciclos
logaritmicos de inactivacion, aplicando intensidades de campo de 29 y 31 kV/cm, y

tiempos de tratamiento de 115 y 202 s, respectivamente.

1.1.4.3.6. Camara de tratamiento

La mayoria de los resultados sobre la inactivacion microbiana mediante PEAV
en flujo continuo, han sido obtenidos en cdmaras de tratamiento colineales (Reina et
al., 1998; Jin y Zhang, 1999; Mok y Lee, 2000; Evrendilek et al., 2004a,b; Elez-
Martinez et al., 2005; Mosqueda-Melgar et al., 2007) y coaxiales (Calderéon-Miranda
et al., 1999a; McDonald et al., 2000; Floury et al., 2006; San Martin et al., 2007)
(Tabla 1.2). A pesar de presentar una distribucion de campo eléctrico méas homogénea
que las cdmaras colineales o las coaxiales, las cdmaras de electrodos paralelos han sido
generalmente poco utilizadas en los estudios de inactivacion microbiana en flujo
continuo (Heinz at al., 2003; Amiali et al., 2007). Probablemente, se han preferido las
camaras colineales debido a que su geometria cilindrica las hace mas apropiadas para
su instalacion en las conducciones tubulares que se utilizan en la industria alimentaria
para transportar los alimentos liquidos. Como se ha indicado anteriormente, es posible
caracterizar la distribucion del campo eléctrico y de la temperatura de tratamiento en
estas camaras mediante el uso de técnicas de simulacion numérica (Qiu et al., 1998;
Fiala et al., 2001; Lindgren, 2002; Toepfl et al., 2007b; Gerlach et al., 2008; Jaeger et
al., 2009a; Puértolas et al., 2010b,c, 2011). Sin embargo, en la mayoria de los estudios
publicados no se han utilizado estas técnicas para mostrar la distribucion del campo
eléctrico y la temperatura en la cdmara de tratamiento (Jin y Zhang, 1995; Elez-
Martinez et al., 2005; Mosqueda-Melgar ef al., 2007) y se calcula la intensidad del
campo eléctrico como si se tratara de una cdmara de tratamiento de electrodos
paralelos. La falta de una definicion adecuada de la intensidad de campo eléctrico
aplicado en estos tratamientos contribuye a dificultar la comparacion de los resultados

obtenidos en distintos estudios.
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1.1.4.3.7. Presencia de moléculas con efecto antimicrobiano

De entre todas las moléculas con cardcter antimicrobiano que se han utilizado
con objeto de aumentar el efecto letal de los PEAYV, la nisina y la lisozima son las dos
mas estudiadas, como se puede observar en la Tabla 1.3. La nisina es una bacteriocina
de naturaleza peptidica producida por Lactococcus lactis de uso extendido en la
industria lechera (Hurst y Hoover, 1993; Sobrino-Lépez y Martin-Belloso, 2008).
Tiene su efecto de accion sobre la membrana citoplasmatica de los microorganismos,
uniéndose a ella y formando poros (Delves-Broughton, 1990; Hurst y Hover, 1993).
Su espectro de accidn se centra en los microorganismos Gram-positivos, incluso en los
esporos (Calderon-Miranda, 1999a), aunque también se ha descrito su efecto sobre
bacterias Gram-negativas cuando su membrana externa se encuentra dafiada (Stevens
et al., 1992). Por su parte, la lisozima es una enzima que se encuentra presente de
forma natural en el huevo o la leche. Tiene su efecto sobre la pared celular provocando
su desestructuracion (Russell er al., 2000). Esta molécula es efectiva frente a los
microorganismos Gram-positivos, mientras que los Gram-negativos son resistentes

salvo que tengan dafiada su membrana externa (Masschalck y Michiels, 2003).

Ademas de la nisina y la lisozima, otras moléculas han sido estudiadas con el fin
de aumentar la eficacia de los PEAV, como la pediocina (Kalchayanand et al., 1992),
natamicina, acidos organicos, tales como el acido benzoico o el acido lactico
(McNamee et al., 2010), citrico, acético o malico (Fernandez-Molina et al., 2001;
McNamee et al., 2010), o aceites esenciales, como el aceite de clavo (Ziwei et al.,
2005), canela (Iu et al., 2001) o lapulo (Ulmer ef al., 2002). Sin embargo, algunas de
estas moléculas aportan sabor, aroma o ambas propiedades al producto, que en algunos
casos no seria deseable, y por lo tanto, no serian de utilidad desde un punto de vista

practico, para un espectro amplio de alimentos.
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Segin se muestra en la Tabla 1.3, distintos estudios han demostrado que es
posible aumentar el efecto letal de los PEAV sobre bacterias Gram-negativas al afiadir
al medio de tratamiento nisina o lisozima. (Terebiznik et al., 2000; Iu et al., 2001;
Liang et al., 2002; McNamee et al., 2010). Estos resultados parecen indicar que el
tratamiento de PEAV dafia la membrana externa, permitiendo que la nisina y la
lisozima accedan a las estructuras de las envolturas celulares donde ejercen su accion.
Sin embargo, generalmente, en aquellos estudios donde se ha incrementado la eficacia
de los tratamientos de PEAV frente a las bacterias Gram-negativas afiadiendo estos
antimicrobianos, las temperaturas de tratamiento eran relativamente altas (42-56°C)
por lo que parece que el dafio sobre la membrana externa estd causado por la
temperatura mas que por el tratamiento de PEAV (lu et al., 2001; Liang et al., 2002;
Hodgins et al., 2002; Smith ef al., 2002; McNamee et al., 2010).

Como se puede observar en los resultados mostrados en la Tabla 1.3, en algunas
ocasiones, el efecto de la combinacion de los tratamientos de PEAV con la adicion de
moléculas con efecto antimicrobiano fue aditivo, es decir, la inactivacion total
obtenida fue la suma de los efectos individuales del antimicrobiano y el tratamiento de
PEAYV (Terebiznik et al., 2000; Sobino-Lépez y Martin-Belloso, 208; McNamee et al.,
2010). Sin embargo, desde el punto de vista de aplicacion practica, interesa obtener
efectos sinérgicos, como los observados por algunos autores (Calderon-Miranda et al.,
1999b; Ulmer et al., 2002; Sobrino-Lopez y Martin-Belloso, 2006), en los que el
efecto obtenido tras el tratamiento combinado es mayor que la suma de los efectos

individuales.

Como se ha indicado, resulta complicado extraer conclusiones concretas de los
estudios realizados sobre la inactivacion microbiana por PEAV en tratamientos en
flujo continuo, debido a los numerosos factores que afectan a la resistencia microbiana
a esta tecnologia, a la diversidad de condiciones de tratamiento investigada y a las
diferencias existentes en los equipos utilizados en distintos laboratorios. Todo ello

justifica que, hasta el momento, no se hayan definido con claridad las condiciones de
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tratamiento necesarias para conseguir un nivel de inactivacion que garantice la
seguridad de los alimentos. Resumiendo, las principales limitaciones de los estudios

en flujo continuo realizados son:

- La mayoria de los estudios se han realizado utilizando intensidades de campo
eléctrico por encima de los 30 kV/cm, llegdndose a alcanzar valores de hasta
50 kV/em. Estos campos eléctricos tan elevados son dificiles de aplicar en la
practica industrial, ya que se requieren generadores de PEAV muy potentes y
el riesgo de que se produzca la ruptura dieléctrica del alimento es muy

elevado.

- En la mayoria de los casos el tiempo de los tratamientos estd por encima de
los 100 ps. Tiempos de tratamiento por encima de este valor requieren el uso
de varias camaras de tratamiento conectadas en serie, con sistemas de
refrigeracion entre ellas, lo que implica que los procesos supongan un coste
energético muy elevado, tanto para aplicar los tratamientos como para
refrigerar el producto, con objeto de que no se alcancen temperaturas que

puedan dafiar a las propiedades sensoriales y nutritivas de los alimentos.

- En la mayoria de las ocasiones, en los articulos cientificos publicados no se
indican adecuadamente las condiciones de tratamiento. En muchos casos, no
se indican datos fundamentales como la temperatura de entrada y salida del
producto, la energia especifica total aplicada, el pH o la conductividad del
medio de tratamiento. Ademads, generalmente no se utilizan técnicas de

simulacion numérica para caracterizar la uniformidad del tratamiento.

- Los estudios han sido realizados con distintos microorganismos y cepas, sin
justificar la razon por la que se utiliza un microorganismo o una cepa
determinados, y no otros. Los estudios deberian de hacerse con las cepas mas
resistentes a los tratamientos para establecer protocolos de tratamiento

eficaces para garantizar la seguridad y estabilidad de los alimentos.
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1.2. LA PASTEURIZACION

La pasteurizacion de los alimentos tiene su origen en los trabajos del cientifico
francés Louis Pasteur, quien a mediados del siglo XIX comenz¢ a realizar una serie de
estudios para conocer cudl era la causa de la alteracion que se producia en la cerveza y
el vino con el paso del tiempo, y que causaba grandes pérdidas economicas a los
productores franceses. Pasteur descubrié que los microorganismos estaban implicados
en este proceso y demostrd que elevando la temperatura de la cerveza y el vino hasta
los 44°C durante un breve periodo de tiempo, para no afectar en exceso a las
propiedades sensoriales de los productos, se reducia la poblacion de los
microorganismos alterantes y se prolongaba su vida 1til. Posteriormente, este tipo de
tratamientos a temperaturas moderadas durante cortos periodos de tiempo se aplicaron
a otros alimentos liquidos como la leche. En la actualidad la pasteurizacion es un
tratamiento que se aplica a multitud de alimentos s6lidos y liquidos con objeto de
inactivar la flora patégena que puedan vehicular, y de este modo garantiza su

seguridad.

El principal objetivo de la pasteurizacion es garantizar que los alimentos que
llegan al consumidor estén libres de flora vegetativa patogena. El tratamiento aplicado,
ademas de inactivar a los microorganismos patdgenos, reduce la poblacion de la flora
alterante por lo que contribuye a prolongar la vida util de los alimentos. Para evitar o
retrasar el crecimiento de los microorganismos que sobreviven al tratamiento es
necesario utilizar otros métodos de conservacion como la refrigeracion, las atmdsferas
modificadas, la adicion de antimicrobianos o la combinacion de todos ellos (Silva y

Gibbs, 2010).

Aunque tradicionalmente los tratamientos de pasteurizacion se han asociado
exclusivamente con el calor, el desarrollo de otras tecnologias capaces de inactivar
microorganismos en los alimentos ha provocado que, en la actualidad, se consideren
otras técnicas para conseguir los objetivos que persigue la pasteurizacion. De este
modo, la pasteurizacion ha sido recientemente redefinida por el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos de América como “cualquier proceso, tratamiento o
combinacion que es aplicado a los alimentos para reducir la poblacion del

microorganismo mas resistente con relevancia en la salud publica, hasta un nivel que



80 ) Introduccion

no suponga un riesgo para la salud publica en unas condiciones normales de

distribucion y almacenamiento” (NACMCEF, 2006).

Por tanto, esta definicion incluye los procesos no térmicos de pasteurizacion,
como las altas presiones hidrostaticas o los pulsos eléctricos de alto voltaje
(NACMCEF, 2004; Silva y Gibbs, 2010). Para poder utilizar estas nuevas tecnologias
como sistema de pasteurizacion, es necesario demostrar que con su aplicacion se
consiguen unos niveles de inactivacion, en los microorganismos patdégenos que puedan

vehicular los alimentos, equivalentes a los que se obtienen con el tratamiento térmico.

1.2.1. Nuevos conceptos de seguridad alimentaria: aplicacibn para la

pasteurizacion de los alimentos

La definicion de un tratamiento de conservacion a un alimento requiere
establecer unas pautas, de manera que las diferentes industrias puedan aplicar
tratamientos equivalentes con el mismo nivel de seguridad alimentaria. La Comision
Internacional de Especificaciones Microbiologicas para Alimentos (ICMSF) hace
referencia al Nivel Tolerable de Riesgo (NTR), que se podria definir como “el nivel de
proteccion que se considera apropiado por un pais estableciendo una medida sanitaria
o fitosanitaria para proteger la vida o la salud humana, animal o vegetal en su
territorio” (WTO, 1995; Stewart et al. 2002). E1 NTR puede expresarse, por ejemplo,
como el numero de casos al aflo provocados por un determinado peligro microbiano
por cada 100.000 habitantes de un pais. Por ejemplo, en algunos paises, el nivel de
listeriosis humana se sitia normalmente en el rango de 0,4 a 0,8 casos por cada
100.000 habitantes cada afio (van Schorthost, 1998). Para posibilitar que los
responsables de la gestion de riesgos puedan transmitir eficazmente objetivos precisos
de seguridad alimentaria a la industria y a las empresas relacionadas con el sector, se
definen otros conceptos como los Objetivos de Seguridad Alimentaria o Criterios del
Resultado, del Procesado y del Producto que son necesarios considerar en el desarrollo
de procesos de pasteurizacion por nuevas tecnologias de procesado. El objetivo final
de estos nuevos conceptos es favorecer el control de los riesgos sanitarios, mediante la
conversion de los objetivos de salud publica establecidos por las administraciones, en
parametros que puedan ser manejados con facilidad por las empresas y evaluados

adecuadamente por los servicios de inspeccion.
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1.2.1.1. Objetivo de Seguridad Alimentaria

El Objetivo de Seguridad Alimentaria (del inglés Food Safety Objective, FSO)
se puede definir como la maxima concentracion o frecuencia de un peligro,
microbioldgico en el contexto de ésta Tesis Doctoral, en un alimento que se considera
tolerable para la proteccion del consumidor. Siempre que sea posible, debe ser
cuantitativo y verificable (van Schorthost, 1998). La principal finalidad del FSO es
traducir un objetivo de salud publica (es decir, un nivel deseable de proteccion al
consumidor) en atributos que se puedan medir para permitir que la industria
alimentaria implante medidas de control para los procesos y que permita

comparaciones entre paises.

Algunos ejemplos de Objetivos de Seguridad Alimentaria podrian ser que el
nivel de Listeria monocytogenes en platos precocinados no exceda 100 UFC/g en el
momento de ser consumido (Smelt et al., 1997), o que el nivel de microorganismos
enteropatdogenos sea menor a 1 UFC/10 L de zumo de fruta pasteurizado (NACMCEF,
2004). Como ya se ha comentado, los FSO deben ser cuantitativos y verificables
siempre que sea posible, aunque esta verificacion no siempre es posible mediante
analisis microbiologicos. Por ejemplo, un FSO posible para alimentos poco acidos
enlatados podria ser que la probabilidad de que haya un esporo de Clostridium
botulinum sea inferior a 1x10™% por envase, o lo que es lo mismo, encontrar un envase
de cada 10'* envases con un esporo de C. botulinum viable. Verificar esto analizando
el producto final seria practicamente imposible, pero si podria verificarse analizando
los protocolos de procesado, en este caso, comprobando que el producto recibe un
tratamiento térmico equivalente a la coccion botulinica. Un FSO debe permitir a las
autoridades transmitir claramente lo que se espera de los alimentos gestionados
correctamente; sin embargo, no indica como debe hacer cada industria para alcanzar
ese FSO, lo que ofrece una flexibilidad considerable al procesado. Por ejemplo, si
diferentes industrias procesasen zumo de frutas mediante la aplicacion de calor, pulsos
eléctricos de alto voltaje o radiacion ultravioleta, cada industria podria, evidentemente,
usar equipos y procesados diferentes y sin embargo cumplir con el mismo FSO,
ofreciendo el mismo nivel de seguridad en cada caso. Es decir, cada industria puede
utilizar ingredientes o técnicas de procesado diferentes siempre que cumpla con un

FSO especifico y no incumpla otros.
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Mientras que en la mayoria de las enfermedades de origen alimentario se
conoce con precision cudl es el agente responsable, periodicamente aparecen los
denominados microorganismos patogenos emergentes, causantes de nuevas
enfermedades de origen alimentario. Para estos nuevos peligros se puede establecer un
FSO provisional como primer paso para comunicar a las industrias alimentarias.
Posteriormente, una vez que se haya obtenido mas informacién epidemioldgica sobre
el peligro, el alimento, las condiciones que provocan la enfermedad y se conozcan las
medidas eficaces de control, el FSO provisional podria ser ajustado. En el caso de
nuevos productos (los nuevos productos son aquellos que no tienen un historial amplio
de comercializacion y consumo en la Unién Europea desde antes del 15 de mayo de
1997, o alimentos e ingredientes alimentarios para cuya produccién se ha utilizado un
proceso no frecuente; se rigen por la Regulacion (EC) No 258/97), su nivel de
seguridad debe equivaler al de productos ya existentes y similares. Antes de su
introduccion en el mercado, seria necesario establecer un FSO provisional acorde con

esta informacion previa disponible (ICMSF, 2002).

Una vez que se ha alcanzado un acuerdo acerca de qué nivel de riesgo se
considera aceptable, y por lo tanto, se ha establecido un Objetivo de Seguridad
Alimentaria, la industria y las autoridades responsables deben ajustar su control y los
sistemas de inspeccion para alcanzar ese FSO. Para cumplir con el FSO se deben
desarrollar entonces los adecuados criterios del resultado, criterios del proceso y del

producto.

Para disefar unas medidas de control del procesado de los alimentos es
necesario considerar la resistencia del microorganismo al procesado, el crecimiento
posterior de la poblacidn resistente al tratamiento y las posibles recontaminaciones tras
el procesado y durante el almacenamiento y distribucion. Puede ser necesario adoptar
una o varias medidas de control en cada uno de los pasos de la cadena. Las medidas de
control estan encaminadas a controlar los niveles iniciales del microorganismo en el
alimento (evitar ingredientes en los que se haya detectado un alto nivel de
contaminacion, prevenir la contaminacion cruzada mediante la adopcion de Buenas
Practicas Higiénicas), evitar el incremento de la poblacion microbiana (evitando su
crecimiento, por ejemplo mediante refrigeracion, congelacién, atmosferas

modificadas, etc.) y reducir la concentracion de microoganismos (mediante la



Introduccion < 83

destruccion de los microorganismos, por ejemplo aplicando un proceso de

pasteurizacion) (ICMSF, 2002).

Las medidas de control adoptadas por la industria se engloban en la adopcién
de Buenas Practicas Higiénicas (BPH) y los planes de Analisis de Peligros y Puntos de
Control Critico (APPCC). Algunas de estas medidas se pueden expresar como

criterios del resultado o criterios del proceso (van Schorthost, 1998).

1.2.1.2. Criterios del Resultado

El concepto de Criterio del Resultado (del inglés Performance Criterion) se
puede definir como el resultado de las medidas de control aplicadas a un paso (punto,
procedimiento, operacion o etapa de la cadena alimentaria completa) o combinacién
de pasos para lograr el Objetivo de Seguridad Alimentaria (Stewart et al., 2002).

Ejemplos de criterios del resultado son:

- Reduccion de 12 D (ciclos logaritmicos) de Clostridium botulinum en
alimentos enlatados poco acidos (Stumbo, 1973; Brown, 1997).

- Reduccion de 6 D de L. monocytogenes en alimentos refrigerados listos
para el consumo (Smelt ez al., 1997; Lund et al., 1989).

- Reduccion de 5 D de la poblacion del microorganismo mads resistente
relacionado con problemas de salud publica en zumos de fruta (HHS, FDA,

2001).

Mientras que el primer ejemplo es un criterio del resultado para un proceso de
esterilizacion, el segundo y el tercer ejemplos estarian encaminados hacia los procesos
de pasteurizacion. De hecho, y teniendo en cuenta la redefinicion de pasteurizacion, la
reduccion de 5 ciclos logaritmicos del microorganismo mas resistente en un
determinado producto podria valer como el criterio de resultado general para cualquier
proceso de pasteurizacion, ya sea por calor, o por alguna nueva tecnologia, como los

PEAV.

Para establecer los criterios del resultado hay que tener en cuenta el nivel
inicial de un peligro y los cambios que puede haber durante la elaboracion,

distribucion, almacenamiento y preparacion de un producto. Un criterio del resultado
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debe ser menor o igual que el Objetivo de Seguridad Alimentaria, y puede expresarse

mediante la siguiente ecuacion:
(Ec. 1.12) Hy- 2R+ 2I < FSO

donde FSO es el Objetivo de Seguridad Alimentaria; Hy es el nivel inicial del peligro;
2R es la reduccion total (acumulada) del peligro y 27 es el incremento total

(acumulado) del peligro. FSO, Hy, 2R y 2I se expresan en unidades logaritmicas (van

Schorthost, 1998; Stewart ef al., 2002).

Para comprender mejor el concepto de criterio del resultado, se ilustra en el
siguiente ejemplo un hipotético caso de pasteurizaciéon (ICMSF, 2002). La Figura 1.23
muestra una curva hipotética de dosis-respuesta para un determinado patdogeno en un
producto sometido a pasteurizacion térmica o un tratamiento equivalente (el ejemplo
podria representar una contaminacion de E. coli O157:H7 en un zumo de frutas). En el
ejemplo, el numero de casos estimado por cada 100.000 habitantes se incrementa al
superar la dosis infectiva de 1 UFC/g. El Objetivo de Seguridad Alimentaria se ha
establecido a un nivel 100 veces inferior a este umbral, es decir, menos de 1

UFC/100g en el momento del consumo.

La poblacion inicial (Hy) en el producto sin tratar se estima que podria llegar a
10° UEC/g, pero un correcto envasado y almacenamiento tras el tratamiento puede
evitar la proliferacion del microorganismo (27 = 0). De acuerdo con la ecuacion 1.12,

anteriormente presentada:
3-Z2R+0<-2

2R <5

Segun los resultados obtenidos tras despejar la ecuacion 1.12, el proceso debe
asegurar una reduccién de 5 D para lograr el FSO del proceso de pasteurizacion, lo
que se corresponde con el criterio del resultado. Esta reduccion puede lograrse

aplicando una sola medida o combinando varias.
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Para establecer adecuadamente los parametros de la ecuacion 1.12, hay que
tener en cuenta ciertos aspectos. El nivel inicial del peligro (Hp) no siempre se
corresponde con el valor mas alto que se encuentre en la bibliografia, lo que podria
llevar a estimar un criterio del resultado innecesariamente conservador. H, puede
variar en funcion del pais o region en la que nos encontremos, de la materia prima para
elaborar el producto, etc. Debe por tanto considerarse como el valor inicial mas alto

que puede esperarse en condiciones normales en una operacion determinada.

100+
. 80-
S
o. -
o
S 60+
2 ] Ho
v 40+
o
2] o
S
A0L I P~ AU >
0 T T T T 1
S & & &
@) N > %
& N N N
Y N

Frecuencia o concentracién del peligro

Figura 1.23. Casos hipotéticos de enfermedad causada por la presencia de un agente microbiano a
diferentes concentraciones en el alimento, para ilustrar el calculo de un criterio del resultado (adaptado
de ICMSF, 2002). FSO es el Objetivo de Seguridad Alimentaria; H, es el nivel inicial del peligro; 2R es

la reduccion total del peligro.

El incremento del peligro (27) no solo se debe a la multiplicacion del
microorganismo en el alimento tras el procesado, sino que hay que considerar también

la posibilidad de recontaminacion.

En el caso de la reduccion del peligro (2R), hay que tener en cuenta cualquier
reduccidn, ya sea destruccion por el tratamiento de pasteurizacién, como separacion

por filtracion, centrifugacion o lavado.
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1.2.1.3. Criterios del Proceso y del Producto

Para poder alcanzar un criterio del resultado hay que establecer unos
parametros de control (tiempo, temperatura, presion, intensidad del campo eléctrico,
energia aplicada, pH, a, etc.) en un paso o combinacion de pasos. A estos pardmetros
se les llama Criterios del Proceso (del inglés Process Criterion) y Criterios del
Producto (del inglés Product Criterion). Para comprender mejor estos conceptos,

algunos ejemplos de criterios del proceso y del producto son:

- Criterios del proceso: 71,7°C (temperatura) durante 15 segundos (tiempo)
necesarios para asegurar la inactivacion de Coxiella burnetii y otros
patdgenos intestinales no esporulados en leche pasteurizada en Estados
Unidos (FDA, 1997).

- Criterios del proceso: 500 MPa durante 7,5 minutos para reducir 6 D una
poblacién de L. monocytogenes en alimentos refrigerados listos para el
consumo (Smelt et al., 1997).

- Criterios del producto: pH de 4,6 o menor para productos envasados acidos

estables a temperatura ambiente para evitar el desarrollo de C. botulinum.

Los criterios del proceso y del producto son conceptos que no necesariamente
van separados. Por ejemplo, para productos refrigerados minimamente procesados se
recomiendan tratamientos térmicos de 90°C durante 10 minutos en combinacion con
otros factores como la disminucién del pH o la a,, para controlar la poblacion
microbiana del producto (ACMSF, 1992). En el caso de los PEAV, los estudios
realizados hasta la actualidad no han permitido definir ningun criterio del proceso ni

del producto para la pasteurizacion de alimentos por esta tecnologia.

Para los procesos de pasteurizacion térmica, el criterio del proceso vendria
definido por tan solo dos factores, la temperatura del tratamiento y el tiempo durante
el cual el producto debe mantenerse a esa temperatura, como puede observarse en el
primero de los ejemplos anteriores. Para un hipotético proceso de pasteurizacién por
medio de pulsos eléctricos de alto voltaje, el criterio del proceso deberia estar definido
por varios factores. La intensidad del campo eléctrico y el tiempo de tratamiento se
antojan dos factores fundamentales. Sin embargo y como ya se ha descrito con
anterioridad, debido a la gran cantidad de factores que tienen influencia sobre la

eficacia letal del proceso de PEAV, seria recomendable, incluso necesario, indicar
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también otros factores, tales como la energia aplicada o la temperatura inicial y final
del producto (Wouters et al., 2001a). De la misma manera, como criterios del
producto, el pH o la conductividad eléctrica del alimento serian parametros a tener en

cuenta en un proceso de pasteurizacion por pulsos eléctricos de alto voltaje.

En determinadas ocasiones en las que no hay datos suficientes para poder
establecer un FSO se pueden adoptar Criterios por Defecto para ciertas medidas de
control. Los desarrollan paneles de expertos y se trata de controlar algiin peligro en las
peores condiciones, por lo tanto, son criterios menos flexibles (se puede asumir que el
nivel inicial de peligro -Hy-, o su incremento posterior -21-, son mas elevados de lo
normal). Ademas, los criterios por defecto ofrecen una garantia de seguridad a las
empresas alimentarias que no desean o no pueden obtener la informacion necesaria
para establecer unos criterios que puedan ser mas adecuados para un proceso o un

producto en particular (ICMSF, 2002).

1.2.2. Parédmetros cientificos requeridos para el establecimiento de métodos

alternativos equivalentes de pasteurizacion

Antes de disefar correctamente un proceso de pasteurizaciéon mediante una

nueva tecnologia de procesado, se recomienda la realizacion de los siguientes estudios

(NACMCEF, 2004):

1. Identificar los microorganismos patdgenos que normalmente puede
vehicular el alimento que se quiere pasteurizar. De entre los
microorganismos patogenos identificados, determinar el mas resistente

a la nueva tecnologia que se quiere utilizar.

2. Establecer el nivel de inactivacion que hay que conseguir en el
microorganismo patdogeno mas resistente para garantizar la seguridad
del alimento. Este nivel de inactivacion depende de la concentracion
inicial a la que se encuentra habitualmente este microorganismo y de la
maxima concentracion de ese microorganismo que se considera

aceptable desde el punto de vista de la proteccion de la salud publica

(FSO).
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3. Determinar las condiciones de tratamiento necesarias para conseguir
alcanzar el nivel de inactivacion establecido (criterios del proceso, o
“process criterion””) en un producto concreto (criterios del producto, o

“product criterion”).

4. Validar experimentalmente el proceso propuesto. Para la validacion, se
recomienda el uso de varias cepas del microorganismo mas resistente,
en diferentes condiciones de procesado, y en procesos a escala, como

minimo, de planta piloto.

5. Estudiar posibles combinaciones del proceso con otras estrategias de

conservacion, en caso de que fuese necesario aumentar su eficacia.

Ademas de realizar estos estudios, seria necesario, para el disefio de un proceso
de pasteurizacion por una nueva tecnologia, identificar microorganismos no patogenos
con una resistencia al tratamiento similar a la del microorganismo patdégeno mas
resistente. Estos microorganismos se podrian utilizar para validar el proceso en la
propia fabrica, donde no es posible utilizar microorganismos patdogenos con este
objetivo. Otro aspecto importante es el uso de métodos adecuados para la
recuperacion y el recuento de los microorganismos tras el tratamiento, incluidos
aquellos que han sido danados subletalmente y no inactivados, y el desarrollo de
modelos matematicos que permitan predecir el comportamiento del microorganismo

tras el procesado por la tecnologia aplicada (NACMCEF, 2004).

Para establecer las condiciones del tratamiento de pasteurizacion mediante
PEAV, inicialmente es necesario identificar los microorganismos patdgenos mas
resistentes en el producto que se pretende tratar. Para identificar estos
microorganismos, hay que tener en cuenta varios aspectos, como la resistencia
intrinseca de los microorganismos a los PEAV, la concentracion inicial probable en el
alimento, y la influencia de las caracteristicas del producto, en la resistencia del

microorganismo a los PEAV.

El microorganismo mas resistente a una tecnologia de conservacion no tiene por
qué ser necesariamente el mas resistente a otros procesos diferentes. Por ejemplo,
Salmonella Senftenberg 775W, la cual ha demostrado ser muy resistente al calor, es

mas sensible a los tratamientos por altas presiones hidrostaticas o por pulsos eléctricos
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de alto voltaje que otras cepas de Salmonella (Metrick et al., 1989; Alvarez et al.,
2000). Ademas, como se ha comentado anteriormente, la resistencia microbiana a los
PEAYV puede variar considerablemente entre cepas del mismo microorganismo, por lo
que este aspecto deberia ser seriamente considerado al tratar de identificar el
microorganismo mas resistente sobre el cual realizar el resto del estudio de

pasteurizacion mediante PEAV.

Respecto a las caracteristicas del producto, aunque los alimentos 4cidos han sido
considerados tradicionalmente seguros, debido a que los microorganismos patogenos
no son generalmente capaces de crecer en entornos de pH reducido, ha sido
demostrado que alimentos no pasteurizados, como los zumos de frutas, pueden ser
vehiculo de microorganismos patogenos (Duffy y Schaffner, 2001; Bull et al., 2005).
La dosis infecciosa tan baja de estos microorganismos, y su capacidad para sobrevivir
en medios 4acidos, provoca la necesidad de controlar la presencia de posibles
microorganismos patégenos en los alimentos acidos. Dado que la resistencia
microbiana a los PEAV puede variar considerablemente dependiendo del pH del
medio de tratamiento, los estudios de cribado necesarios para identificar los
microorganismos patogenos de interés para la salud humana mas resistentes a los
PEAV deben realizarse en medios de diversos pH. De acuerdo con los resultados
publicados respecto a la resistencia microbiana a los PEAV en medios de diferentes
pH, probablemente el microorganismo mas resistente para un proceso de
pasteurizacion por PEAV en medio de pH neutro deberia ser una cepa de un
microorganismo patdégeno Gram-positivo, mientras que en productos de pH &cido,
deberia ser una cepa de un microorganismo patogeno Gram-negativo (Garcia et al.,

2005a).

Una vez que se han identificado los microorganismos patdégenos mas resistentes,
el siguiente paso es establecer la frecuencia, o concentracion mdxima, de este
microorganismo, que se considera aceptable para la seguridad publica, es decir, el
Objetivo de Seguridad Alimentaria (FSO) (ICMSF, 2002). El FSO debe ser
establecido por las correspondientes administraciones sanitarias y depende
principalmente de la dosis infecciosa del microorganismo diana y de su capacidad para
sobrevivir y crecer en el alimento, en condiciones normales de distribucion y

almacenamiento.
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El nivel de inactivacidon minimo necesario que se debe conseguir en el
microorganismo mas resistente (Criterios del Resultado, del inglés Performance
Criterion) (ICMSF, 2002), en un proceso de pasteurizacion, debe asegurar el
cumplimiento del FSO y depende principalmente de la concentracion inicial del
microorganismo en el alimento, y del crecimiento del microorganismo que pueda
haber durante la posterior manipulacion, almacenamiento, distribucion y preparacion
del producto tratado. Como se ha indicado anteriormente, un posible criterio del
resultado para los zumos de frutas pasteurizados mediante cualquier método, podria
ser la reduccion de 5 ciclos logaritmicos del microorganismo mas resistente al proceso

concreto de pasteurizacion, de relevancia en la salud publica (FDA, 2001).

Recientemente se ha demostrado que, dependiendo de las condiciones de
tratamiento, una parte de la poblacion microbiana tratada por PEAV no es inactivada,
sino que esta dafiada subletalmente, pudiendo sobrevivir al tratamiento si las
condiciones del medio son favorables, o si son adversas, resultando finalmente
inactivadas (Pagan y Mafias, 2006). Cuando los microorganismos son dafados
subletalmente en lugar de ser inactivados, es necesario asegurar que €stos no son
capaces de reparar el dafio y por lo tanto, sobrevivir y crecer durante el periodo de
vida util del producto. Se ha observado que, tras un tratamiento de PEAV en zumo de
manzana a una poblacion de E. coli, la inactivacion obtenida fue aumentando con el
tiempo, al mantener en almacenamiento este microorganismo, en el mismo medio de
tratamiento (Garcia et al., 2005b). Por lo tanto, tras el tratamiento de PEAV las células
supervivientes parecen ser mas sensibles a un almacenamiento en medio 4acido,
incrementando de este modo el nivel de inactivacion obtenido inmediatamente después
del tratamiento. Sin embargo, cuando el dafio puede ser reparado por el
microorganismo, la existencia de células dafiadas subletalmente podria sobreestimar la
efectividad del tratamiento y, en consecuencia, el margen de seguridad alcanzado. Por
lo tanto, para la obtencion de datos con el fin de estimar la resistencia a los PEAV del
microorganismo mas resistente, se deben usar procedimientos que permitan recuperar
el mayor nimero de células, y ademas identificar la posible existencia de una

poblacion dafiada subletalmente.

Para aplicar correctamente un tratamiento de PEAV como proceso de
pasteurizacion, es esencial demostrar que es posible alcanzar el criterio del resultado

establecido para el microorganismo objetivo. Los parametros de control que han de ser
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aplicados para la consecucion del criterio del resultado se denominan Criterios del
Proceso (ICMSF, 2002). Como ya se ha comentado, dos de los principales pardmetros
que influyen en la resistencia microbiana a los PEAV son la intensidad del campo
eléctrico y el tiempo de tratamiento (Wouters ef al., 2001a). El estudio de la cinética
de inactivacion microbiana y el desarrollo de modelos matematicos predictivos son
herramientas muy utiles para poder definir posibles combinaciones de intensidad de
campo eléctrico y tiempo de tratamiento, de eficacia letal similar entre ellas, que
permitan alcanzar el criterio del resultado y, ademas, establecer los requerimientos que
debe cumplir el equipo de PEAV para poder aplicar dicho tratamiento a escala
industrial. Otra de las posibilidades que ofrece la modelizacion es poder predecir la
inactivacion microbiana que se obtendria en condiciones de tratamiento que no han
sido probadas experimentalmente. Sin embargo, antes de poder utilizar un modelo con
estos propositos, es preciso comprobar que las expresiones matematicas describen con
precision el comportamiento de los microorganismos al ser procesados mediante

PEAYV en matrices alimentarias reales. Este tltimo paso se conoce como validacion.

Los estudios en equipos a escala, como minimo, de planta piloto, son necesarios
para confirmar que los pardmetros del proceso establecidos para alcanzar un
determinado resultado, en escala de laboratorio, se cumplen también en instalaciones
de mayor escala. La wvalidacion del proceso en equipos industriales con
microorganismos patdogenos podria suponer un riesgo para los operarios y
comprometer la seguridad sanitaria del entorno de la planta de procesado. Por ello, es
recomendable realizar la validacion del proceso en las plantas industriales con
microorganismos no patégenos, cuyo comportamiento sea similar a los
microorganismos patogenos, cuando se expongan a condiciones similares a aquellas
aplicadas durante el procesamiento del alimento. La identificacion de estos
microorganismos, podria ser de gran interés para trasladar finalmente la tecnologia de

los pulsos eléctricos de alto voltaje a la industria alimentaria.

En algunas circunstancias, podria ser necesario aplicar tratamientos de PEAV
demasiado intensos para poder alcanzar un determinado criterio del resultado en los
microorganismos diana. Estos tratamientos podrian afectar a las propiedades
sensoriales y nutritivas del alimento procesado, o incluso, podrian no ser viables por
las limitaciones técnicas de los equipos de PEAV. Con el proposito de aumentar la

eficacia letal de los tratamientos de PEAV, o evitar el crecimiento de los
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microorganismos durante el periodo de vida 1til del producto, se han estudiado
diferentes combinaciones de PEAV junto con otras tecnologias de conservacioén (Raso
y Barbosa-Céanovas, 2003; Alvarez y Heinz, 2007). Estas combinaciones, conocidas
generalmente como “tecnologia de las barreras”, podrian ser utiles para garantizar la
seguridad de los alimentos. Por lo tanto, los criterios del proceso podrian englobar
parametros de control no solo de un paso del proceso, sino de varios pasos
combinados. Un mejor conocimiento de los mecanismos que provocan la inactivacion
microbiana por PEAV podria contribuir al desarrollo adecuado de tratamientos

combinados para alcanzar el nivel de inactivacion deseado.

En conclusion, la manera mas efectiva de asegurar la seguridad microbioldgica
de los alimentos es prevenir la contaminacioén de la materia prima en las primeras fases
de la produccion y procesado. Sin embargo, el gran nimero de posibles fuentes de
contaminacion microbiana durante la cadena de produccion y procesado del alimento
hace que la prevencion de la contaminacion del producto con microorganismos sea
una tarea tremendamente dificil. Dado que se estima que la dosis infecciosa de algunos
microorganismos patégenos es muy baja (Blackburn y McClure, 2002), la aplicacion
de tratamientos, por ejemplo de PEAYV, los cuales tienen como objetivo la inactivacion
microbiana, son de vital importancia para la produccion de alimentos
microbiologicamente seguros. Establecer parametros relativos tanto a las
especificaciones microbiologicas, como a la tecnologia de PEAV, tales como el FSO,
criterios del resultado o criterios del proceso, podria contribuir a la implantacién de
los procesos de pasteurizacion de alimentos por pulsos eléctricos de alto voltaje en la
industria alimentaria como una herramienta efectiva para mejorar la calidad sanitaria
de los productos, y satisfacer al mismo tiempo la creciente demanda de alimentos con
caracteristicas organolépticas y nutritivas cada vez mas parecidas a las del producto

fresco.
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1.3. MICROORGANISMOS DE INTERES EN LA PASTEURIZACION DE
LOS ALIMENTOS POR PEAV

En este apartado se describen las principales caracteristicas de los cuatro
microorganismos utilizados en esta Tesis Doctoral. Debido a la importancia que tienen
las envolturas celulares en la resistencia microbiana a los PEAV, antes de describir los
microorganismos, se describen las caracteristicas generales de los microorganismos

Gram-positivos y Gram-negativos.

1.3.1. Microorganismos Gram-positivos

Tanto los microorganismos Gram-positivos como los Gram-negativos se
componen de dos envolturas esenciales, la membrana citoplasmatica y la pared celular

(Figura 1.24).

Las caracteristicas de la membrana citoplasmatica son las mismas para ambos
grupos microbianos. Es una bicapa de fosfolipidos de unos 8 nm de espesor que tiene
como funcién principal mantener la integridad de la célula. Los fosfolipidos tienden a
formar espontdneamente una estructura de bicapa, con su parte polar hacia el medio
acuoso, aproximando las zonas hidrofobicas entre si. Esta estructura es bastante fluida
y se estabiliza por medio de proteinas. La funcion de las proteinas no es tan solo
estabilizar la membrana, sino que actian como canales transmembrana o pueden tener
funcioén enzimatica. Se estima que alrededor del 70% de la masa de la membrana es

atribuible a las proteinas (Madigan ef al., 1997).

Bacterias Gram positivas Bacterias Gram negativas
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Figura 1.24. Estructura de las envolturas celulares de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
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La pared celular tiene como funcion principal dar rigidez y forma a la célula. La
pared de los microorganismos Gram-positivos estd formada fundamentalmente por
una capa ancha de peptidoglicano o mureina (Figura 1.24). Esta estructura se forma
por derivados de los aztcares N-acetilglucosamina y N-acetilmurdmico, y un pequefio
grupo de aminoacidos que incluyen la L-alanina, D-alanina, D-glutdmico y lisina.
Estas moléculas forman cadenas con puntos de union entre si, de manera que se forma
una red tridimensional muy rigida. En las bacterias Gram-positivas el péptidoglicano
se presenta como una Unica capa y representa hasta el 90% de la pared (Garcia,
2005¢). Esto representa una importante barrera para los compuestos hidrofobicos, ya
que es una estructura muy polar. Este grupo bacteriano puede tolerar compuestos

nocivos hidrofébicos, tales como las sales biliares del intestino (Garcia, 2005¢).

1.3.1.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes fue descubierta a principios del siglo XX, cuando
Murray et al., (1926) aislaron un bacilo corto Gram-positivo en conejos y cobayas. Su
denominacién actual fue establecida por una parte como recuerdo al cirujano Joseph
Lister, por sus avances en la microbiologia médica, y por otra debido a que se aislo de
los monocitos de la sangre (Pirie, 1940). Desde su descubrimiento, fue considerada
como un patégeno para especies animales y no fue hasta la década de los 80 cuando se

acepto su patogenicidad también para los humanos.

Desde 1980, varios brotes importantes causados por este microorganismo han
alarmado a las autoridades sanitarias. En 1979, aparecieron 20 personas afectadas de
listeriosis en un hospital de Boston (Ho et al., 1986). Los resultados de los cultivos no
sefialaron a ningn alimento como origen de la infeccion, sin embargo, los estudios de
control de los casos apuntaron a un rasgo comun, el consumo de hortalizas crudas tales
como apio, tomates y lechuga. En las provincias costeras de Canadd, en 1981, fueron
descritos 34 casos en nifios en edad perinatal y 7 en adultos, con una mortalidad
superior al 28% (Schlech ef al., 1983). Fue implicada la ensalada de col y el origen de
la bacteria se establecid en la granja donde la col fue cultivada; éstas habian sido
abonadas con estiércol de ovejas de un rebafio en el cual se detectaron casos de
listeriosis. El mas importante de los casos se produjo en California, en 1985, donde

142 personas resultaron afectadas, 93 nifios en edad perinatal y 49 adultos. 48 de ellos
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murieron como causa de la infeccion. La cepa implicada en el brote fue aislada en un
queso tipo mexicano y en la planta donde fue elaborado. El brote ceso tras la retirada

del queso del mercado (Linnan et al., 1988).

De entre todas las listerias, L. monocytogenes es la especie mas importante por
su patogenicidad. L. seeligeri, L. ivanovii y L. welshimeri rara vez causan infeccion
humana y L. murrayi y L. innocua se consideran apatdogenas, siendo €sta ultima de uso

generalizado en las investigaciones de laboratorio.

La tercera parte de las infecciones humanas por listerias son perinatales (mujeres
gestantes y bebés), y las dos terceras partes restantes en personas del resto de las
edades (adultos). La mayoria de infecciones por L. monocytogenes se dan en personas
con un sistema inmune debilitado por causa de la edad, por enfermedades (tales como
cancer o SIDA), por transplantes o por tratamientos médicos como por ejemplo el uso
de corticoesteroides (ICMSF, 1996). En los casos perinatales, la madre solo sufre
fiebre moderada acompafiada o no de sintomas de ligera gastroenteritis o de tipo
gripal. Las secuelas en el feto son mucho mas graves, y en ocasiones mortales, con
afeccion en varios Oorganos y formaciéon de lesiones granulomatosas como
consecuencia de una septicemia generalizada. En los casos en que no provoca la
muerte del feto, en ocasiones éste puede nacer con meningitis. En los casos de
infecciones en adultos, solo la tercera parte de ellos padecen meningitis, y el resto

bacteriemia (ICMSF, 1996).

La mayoria de los casos de listeriosis son debidos a la ingestion de alimentos
contaminados, aunque también se han descrito lesiones cutaneas en humanos debido al
manejo de ganado infectado por esta bacteria, e infecciones oculares accidentales en

personal de laboratorio.

L. monocytogenes es un bacilo corto, de entre 0,5-2,0 pm de longitud y 0,4-0,5
um de anchura, Gram-positivo, aeroanaerobio facultativo y no esporégeno. No todas
las cepas de L. monocytogenes son patdogenas, pero todas las cepas patdogenas son
hemoliticas. En cultivos jovenes, pueden formar cadenas cortas o en forma de “V”.
Son microorganismos flagelados, de movimiento caracteristico ‘“de piruleta o
barrilete”. Forma colonias en agar nutritivo tras 48 h. a 37°C, de alrededor de 0,2-0,4

mm de didmetro (Lovett, 1989).
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Su temperatura 6ptima de cultivo se establece entre 30 y 37°C, aunque se ha
registrado crecimiento entre 0 y 45°C. Es por lo tanto un microorganismo psicrotrofo.
Su virulencia parece mayor cuando crece a temperaturas de refrigeracion (Lovett,
1989), aunque en estos casos disminuye su resistencia a un posterior tratamiento

térmico (Fedio y Jackson, 1989; Knabel ef al., 1990).

L. monocytogenes puede crecer en un amplio rango de pH, desde 4,0 (Conner et
al., 1990) hasta 9,6 (Bahk et al., 1990). El rango de pH en el cual es capaz de crecer
estd condicionado por otros factores, como el acido utilizado, la presencia de sal o
nitritos o la temperatura de cultivo (Conner et al., 1986; Farber et al., 1989; Parish y

Higgins, 1989; McClure ef al., 1991).

Es capaz de multiplicarse en condiciones ambientales muy diversas como carnes
envasadas al vacio o atmosferas modificadas enriquecidas en didxido de carbono a

temperaturas superiores a 5°C (Gill y Reichel, 1989).

Como ya se ha comentado, su principal via de transmision al hombre es a través
de los alimentos. Es un microorganismo ubicuitario en toda la cadena alimentaria,
desde la granja hasta la mesa. L. monocytogenes ha sido aislada de una gran variedad
de habitats, entre los que se incluye el suelo, el ensilado, aguas residuales, ambientes
donde se elaboran alimentos y en las heces de personas y animales sanos (ICMSF,
1996). En los alimentos, puede encontrarse con mayor frecuencia en leche y productos
lacteos, y se ha detectado también en huevos y ovoproductos, carnes de pollo, cordero,
cerdo o ternera, pescado, marisco, verduras y hortalizas (Lovett, 1989). Por todo ello,
la prevencion de la listeriosis humana debe comenzar en la propia granja y a lo largo
de todo el proceso de elaboracion de los alimentos, con especial cuidado en los
tratamientos de conservacion, las posibles recontaminaciones y el almacenamiento.
Por ejemplo, la correcta elaboracion del ensilado es un punto critico, para conseguir
una acidificacion rapida del mismo, por debajo de pH 4,0 y evitar asi el desarrollo de

la bacteria, y una posible infeccion posterior al ganado.

En los lugares de produccion de los alimentos se debe evitar la multiplicacion
bacteriana en la materia prima, utilizar tratamientos listericidas que garanticen la
destruccion de L. monocytogenes (tales como una correcta pasteurizacion térmica o un

tratamiento equivalente), y reducir al minimo el riesgo de recontaminacion.
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Existe falta de informacion respecto a la dosis infecciosa minima, aunque
generalmente se cree que es necesaria una tasa de contaminacioén superior a las 100
UFC/mL o g para que pueda producirse la infeccion (EFSA, 2010). Es por ello que los
limites de L. monocytogenes en alimentos estdn establecidos en ausencia en 25 g de
producto, al final de la cadena de elaboracion del producto, y de menos de 100 UFC/g
a lo largo de la vida util del producto (EFSA, 2010).

En el afio 2008, en la Union Europea, se detectaron 1381 casos de listeriosis (0,3
casos por cada 100.000 habitantes) con una tasa de mortalidad del 20,5%. Esta tasa es
un 11% menor que la de 2007, y de hecho, el nimero de casos se ha ido reduciendo en
la U.E. desde 2006 cuando alcanzé su mayor nivel. En Espafia, la tasa fue algo menor
en 2008, de 0,2 casos por cada 100.000 habitantes. En 2008, se detectaron 88 casos, el
nimero de casos mas elevado desde los 100 casos de 2004 (EFSA, 2010).

La ubicuidad y capacidad de supervivencia de L. monocytogenes, € incluso su
capacidad de desarrollo en un amplio rango de temperaturas, pH o concentracion de
sales, hacen de este microorganismo de especial preocupacion en la industria
alimentaria. Su posible supervivencia a un proceso de higienizacion hace su
proliferacion posterior mas probable, especialmente a temperaturas de refrigeracion,
en las que logra imponerse a otras especies microbianas. Los alimentos refrigerados
son, por tanto, un riesgo especial para el consumidor. Por su posible supervivencia
frente a tratamientos clasicos de pasteurizacion, el estudio de la resistencia de L.

monocytogenes frente a los tratamientos de PEAV resulta de gran utilidad.

1.3.1.2. Staphylococcus aureus

La denominacion Staphylococcus significa racimos de uva, ya que su
crecimiento es en forma de grupos de pequefias esferas que se expanden en las 3
dimensiones del espacio. A finales del siglo XIX, Rosenbach describi6 el crecimiento
de esta bacteria en un cultivo puro por primera vez y lo llamo Staphylococcus aureus,

debido al color anaranjado de sus colonias (Baird-Parker, 1990).

En 1914, Barber demostrd claramente la intoxicacion estafilococica por beber
leche que se habia guardado sin refrigerar, procedente de una vaca que padecia una

mastitis estafilococica. Més tarde, Dack et al. (1930) demostraron que el filtrado
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estéril de un cultivo puro de un estafilococo amarillo aislado de un postre navidefio a
base de nata causé los sintomas tipicos de la intoxicacion alimentaria en personas

voluntarias.

Staphylococcus aureus son bacterias en forma de cocos, de didmetro entre 0,5-
1,5 um, Gram-positivos, catalasa positivos y de metabolismo anaerobio facultativos.
Su caracteristica mas representativa es que son capaces de crecer a una a,, de hasta

0,85.

El reservorio principal de este microorganismo son las personas (Jablonski y
Bohach, 2001), aunque se puede aislar de la piel y mucosas de la mayoria de animales
de sangre caliente. Es un patogeno oportunista que puede causar infeccion a través de
una herida abierta o como consecuencia de cambios en la fisiologia del hospedador. Se
estima que en algin momento, hasta el 50% de las personas serdn portadoras de este
organismo. Las vehiculaciones nasal y perineal son muy frecuentes, seguidas de

manos y otras partes del organismo (ICMSF, 1996).

Numerosas investigaciones han demostrado la presencia de S. aureus en muchos
tipos de productos alimenticios, como carne de vaca, embutidos de cerdo, carne de
pavo, salmoén, ostras o ensaladas (Surkiewicz et al., 1972, 1975; Baer et al., 1976). La
intoxicacion estafilocédcica aparece muy frecuentemente cuando un alimento cocido es
contaminado por una persona colonizada y se almacena en un ambiente caliente (20-
40°C) durante algunas horas. Aunque compite mal contra otros microorganismos,
fuera de los organismos vivos resiste con facilidad en condiciones adversas, y puede
producir toxina en alimentos de a, de hasta 0,85. Ademas es muy resistente a la
congelacion, y puede sobrevivir en alimentos que se mantengan a menos de -20°C. Su
crecimiento Optimo se encuentra entre 35 y 40°C, con limites entre 7 y 48°C. Las

toxinas son producidas en unas condiciones algo mas limitadas (ICMSF, 1996).

S. aureus produce una gama especialmente amplia de sustancias asociadas a la
enfermedad, entre ellas las enterotoxinas responsables de la intoxiacion alimentaria.
Son proteinas de bajo peso molecular, clasificadas en siete tipos diferentes. La
mayoria de brotes de intoxicacion alimentaria implican las enterotoxinas A y D, que se
forman en los alimentos en una gama de valores de pH y a,, mas amplia que el resto de
enterotoxinas estafilococicas. Los biotipos humanos de S. aureus producen

enterotoxinas mas frecuentemente que el resto de biotipos animales (Isigidi et al.,
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1992). Aunque la aparicion de enfermedad debido a la toxina depende del peso y la
sensibilidad de cada individuo, se coincide que entre 0,1 y 1 pg/kg causa enfermedad

en una persona (Everson et al., 1988).

Ademas de posibles infecciones agudas, como septicemias, las enfermedades
mas frecuentes causadas por S. aureus son las toxemias agudas como la intoxicacion
alimentaria estafilococica. Los sintomas aparecen entre 1 y 7 horas tras la ingestion
(generalmente de 2 a 4 horas) y suelen cursar con nauseas, vOmitos, espasmos
abdominales y diarrea, con cefalalgia y colapso en los casos mas graves. La curacion
es rapida, en el plazo de 2 dias. El modo de accion de la toxina no ha sido esclarecido
del todo, pero se cree que los sintomas gastrointestinales son el resultado de la
estimulacion de neurorreceptores locales existentes en el tracto intestinal (ICMSF,
1996). Cabe destacar que las enterotoxinas producidas por este microorganismo son
particularmente resistentes al calor. Asi, se ha demostrado su capacidad para soportar
los tratamientos convencionales de esterilizacion (20 minutos a 121°C), aunque esta
resistencia se ve muy afectada, entre otros factores, por el pH del medio de tratamiento

(Baird-Parker, 2000).

En la Unidon Europea, las toxinas bacterianas (sobre todo por Bacillus,
Clostridium 'y Staphylococcus) suponen la tercera causa de brotes de enfermedad
alimentaria por detras de las salmonelosis y los virus (Figura 1.26). En 2008, se
produjeron 2994 casos de intoxicaciones alimentarias, algo mas que en 2007. Las
intoxicaciones por las enterotoxinas estafilocdcicas suponen el 5,5% del total de los
brotes en 2008 en la U.E. El pais mas afectado en este aspecto es Francia, con
aproximadamente el 72% de los casos (dos de ellos mortales), seguido de Espafia, que
registro alrededor del 11% de todos los casos de intoxicacion por toxina estafilococica

(EFSA, 2010).

Los limites de concentracion de esta bacteria, segiin la normativa actual, en
alimentos varian en funcion del alimento. En algunos productos carnicos y en
preparados de frutas y verduras congeladas, se establece un maximo de 100 UFC/g,

mientras que en las semiconservas se exige la ausencia en un gramo de muestra.

Debido a su resistencia en un amplio rango de condiciones, y su presencia como
huésped habitual en el ser humano, se considera a esta bacteria como un importante

patogeno alimentario. Por otro lado, sus caracteristicas fenotipicas, una de las bacterias
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mas pequenias esféricas relacionadas con la industria alimentaria, hacen que el estudio

de su resistencia a los PEAV sea considerado de especial interés.

2.3.2. Microorganismos Gram-negativos

La estructura de la membrana citoplasmatica de los microorganismos Gram-
negativos es similar a la de los Gram-positivos, como ya se ha indicado. Se diferencian

de estos ultimos en la estructura de la pared celular.

La capa de peptidoglicano o mureina es mucho mas fina que en los Gram-
positivos, y se presenta como una capa Unica. Constituye alrededor del 10% del total
de la pared. Externamente a la capa de mureina se encuentra la membrana externa

(Figura 1.24).

La membrana externa de las bacterias Gram-negativas es una segunda bicapa
lipidica, aunque de composicion diferente a la membrana citoplasmatica. Se compone
de fosfolipidos, polisacaridos y proteinas. La semicapa interna de la membrana externa
se parece bastante a la membrana citoplasmatica, pero la semicapa extena se compone
de lipidos y polisacaridos que se unen para formar estructuras lipopolisacaridicas
especificas. Esta estructura presenta gran eficacia para excluir compuestos
hidrofobicos cuando se encuentra intacta (Garcia, 2005c). Ademads, en la semicapa
externa de la membrana externa se encuentran unas proteinas llamadas porinas
(Neidhardt et al., 1990), que actian como canales y hacen que esta capa sea bastante
permeable a moléculas hidrofilicas de bajo peso molecular (hasta 700 daltons). La

membrana externa no es permeable a enzimas u otras moléculas de gran tamafio.

2.3.2.1. Escherichia coli

Originariamente denominado Bacterium coli, fue aislado por Escherich hace
mas de dos siglos en las heces de nifios (Wilson et al., 1983). Recibe su actual nombre
de su descubridor desde 1920. Desde mediados de los 40, los paises desarrollados han
ido adoptando medidas para el control de Escherichia coli ya que su papel como

enteropatogeno ha sido ampliamente demostrado.
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E. coli son representantes de la familia Enterobacteriaceae, por lo que son
bacilos cortos Gram-negativos, catalasa positivos, oxidasa negativos y anaerobios
facultativos. Tipicamente son rojo metilo positivas, Voges-Proskauer negativas y no
crecen en medio citrato de Simmons; la mayoria de las cepas producen indol (IMViC

++-- 0 —+--) (ICMSF, 1996).

Las cepas patdgenas que provocan la enfermedad diarreica se clasifican en
grupos especificos basados en propiedades de virulencia, mecanismos de
patogenicidad, sindromes clinicos y serogrupos de los antigenos O (somético), H
(flagelar) y K (capsular). Estas clases incluyen a E. coli enteropatogena (EPEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli
enterohemorragica (EHEC).

EPEC: Provoca una lesion caracteristica del intestino, que implica la destruccion
de las microvellosidades (Polotsky et al., 1977). Se adhieren a las células
mediante una proteina especifica de la membrana externa denominada

factor de adherencia.

ETEC: Es la causa principal de diarrea infantil en los paises en desarrollo y la
primera causa de diarrea del viajero en algunos paises desarrollados.
Afecta al intestino delgado proximal. Se fija a la pared intestinal
mediante fimbrias, llamadas factores de colonizacion. Ademas produce
dos tipos principales de toxinas, la toxina termolabil (LT) y la toxina
termoestable (ST). La primera produce un aumento de la secrecion de las
células de las criptas y una disminucion de la absorcion de las células del
extremo de las vellosidades (Field, 1979). Por su parte, la ST actla

principalmente como un antiabsorbente.

EIEC: Este grupo guarda un parecido estrecho con Shigella en cuanto a
patologia. Atacan de modo especifico al colon, invadiendo las células
epiteliales, multiplicindose y finalmente causando la ulceracion del
intestino. Produce un polipéptido de membrana emparentado
antigénicamente con otro que produce Shigella, implicado en la

capacidad invasora de la bacteria.
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EHEC: Fue identificado por primera vez como patdégeno en 1982, cuando se

relaciond con dos brotes de colitis hemorragica en Oregon y Michigan,

tras el consumo de hamburguesas (Riley ef al., 1982). De entre sus

factores de virulencia destacan las verotoxinas VT1 y VT2 (o SLT-1y

SLT-II, del inglés Shiga like toxin, por su parecido a la toxina Shiga). La

verotoxina provoca la muerte de la célula intoxicada por medio de la

inhibicion de proteinas (O’Brien y Holmes, 1987). La colonizacion tiene

lugar principalmente en el intestino grueso. La bacteria coloniza primero

la pared intestinal y produce posteriormente verotoxina(s). En este grupo

se incluye a E. coli O157:H7.

Cabe destacar que E. coli O157 es causa en el 10-15% de los pacientes el

sindrome hemolitico urémico (SHU) (Tarr et al., 2005; Scheiring et al., 2008). Esta

grave enfermedad, que puede acarrear la muerte del paciente por fallo renal, en

alrededor de un 4% de los casos, afecta sobre todo a niflos menores de 5 afios. Los

sintomas de este sindrome y de otras afecciones causadas por E. coli se resumen en la

Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Signos y sintomas de la enfermedad relacionada con E. coli (ICMSF, 1996).

Tipode  Tiempopara Duracionde la
E. coli el comienzo enfermedad

Sintomas

EPEC 17-72 h. 6h.-3d.

ETEC 8-44 h. 3-19d.

EIEC 8-24 h. Dias a semanas.

EHEC 3-9d. 2-9d.

Diarrea, nauseas, dolor abdominal, vomito, cefalagia,
fiebre, escalofrios. La diarrea es acuosa con
abundante cantidad de moco, pero no sangre.

Diarrea acuosa, fiebre ligera, retortijones
abdominales, malestar, nauseas. En la forma mas
grave, se parece al colera, con diarrea intensa
parecida al agua de arroz que acaba en
deshidratacion.

Diarrea profusa o disenteria, escalofrios, fiebre,
cefalagia, mialgia, retortijones abdominales. Con
frecuencia, las deposiciones contienen moco y vetas
de sangre.

Colitis hemorragica. Diarrea muy sanguinolenta,
dolor abominal intenso, vomito, sin fiebre. SHU:
prodromo de diarrea sanguinolenta, nefropatia aguda,
convulsiones, coma y muerte. Purpra trombdtica
trombocitopénica: similar al SHU, pero con fiebre y
trastorno del sistema nervioso central.
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Algunas cepas de E. coli patdgeno son capaces de crecer a temperaturas desde
7°C hasta 46°C aunque su temperatura Optima se encuentra entre 35 y 40°C. Esta
bacteria sobrevive bien en alimentos a temperaturas tanto de refrigeracion (3-7°C)
como de congelacion (-20°C). Su sensibilidad al pH depende del 4cido presente en el
medio. Asi, es capaz de crecer en pH 4,6 ajustado con HCI, pero no al mismo pH

cuando se ajusta con acido lactico.

Las personas portadoras, tanto sintomdticas como asintomaticas, son el
reservorio principal de EPEC, EIEC y ETEC. Son excretados por las heces, de manera
que los productos pueden ser contaminados por manipuladores de alimentos o por el
contacto con agua contaminada. También es un reservorio importante el tracto
gastrointestinal de ganado vacuno y pequeiios rumiantes de EHEC. La contaminacion
fecal en los mataderos, o de las hortalizas con agua contaminada puede ser el origen de
esta bacteria en los alimentos (ICMSF, 1996), como se muestra en la Figura 1.25
(Pennington, 2010). Debido a ello, en las tltimas décadas se han registrado brotes
toxiinfecciosos causados por una gran variedad de alimentos, tales como leche cruda,
carne, productos de origen vegetal e incluso agua contaminada con E. coli O157:H7
(Doyle, 1991; Besser et al., 1993; McCarthy, 1996; Cody et al., 1999; Willshaw et al.,
2000). Aunque la fuente principal de esta bacteria es la carne de vacuno, cada vez
existen mas indicios de que E. coli O157:H7 pueda sobrevivir y crecer en las
hortalizas. A 12 y 21°C, las cifras de microorganismos aumentaron rapidamente en
lechuga y pepino en atmoésferas compuestas por un 3% de oxigeno y un 97% de

nitrogeno, parecidas a las que se usan a escala comercial (Abdul-Raouf et al., 1993).

En los paises desarrollados, los brotes causados por EPEC, EIEC o ETEC se
presentan muy raramente. Por el contrario, durante la década de los 80, en EE.UU.,
Canada, y Reino Unido fueron descritos muchos brotes de infeccion por E. coli
O157:H7 relacionados con el consumo de carne picada de vacuno insuficientemente

cocinada o, en menor medida, con el consumo de leche cruda (Doyle, 1991).

En 2008, se registraron 3159 casos de E. coli verotoxigénico en la Unidn
Europea, un 8,7% mas que en 2007, lo que supone una tasa de 0,7 casos por cada
100.000 habitantes (EFSA, 2010). De ellos, 1673 se correspondieron con E. coli O157
y 146 casos cursaron con SHU, sobre todo en Francia, Alemania, Italia y Reino Unido.

En Espaia, solo se registraron 21 casos en 2008, la totalidad de ellos correspondientes
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a E. coli O157. Aunque la tasa en Espafa es mucho menor que la media europea, el
numero de casos no ha dejado de crecer desde 2005 (EFSA, 2010). Pese a que no se
conoce exactamente, la dosis infectiva de E. coli O157:H7 es baja. Un célculo de
riesgo (Shinagawa, 1997) realizado en Japon relacionado con un brote a partir de
ensaladas y marisco establecid la probabilidad de infeccion por cada bacteria de E. coli

O157 en 0,93%, y una probabilidad de desarrollo de enfermedad del 55% entre los

infectados.
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Figura 1.25. Posibles vias de transmision de E. coli 0157 (adaptada de Pennington, 2010).

E. coli patdgeno es, por su ubicuidad y por la gravedad de sus lesiones, uno de
los riesgos mas serios para la salud en la actualidad en el sector alimentario. Ademas,
el numero de casos estd en aumento tanto en paises en vias de desarrollo como en los
paises mas desarrollados, suponiendo en algunos casos un grave problema de salud
publica. Por ello, su inclusion en cualquier estudio que tenga como objetivo la
inactivacion microbiana parece fundamental y de gran interés para la industria

agroalimentaria.
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1.3.2.2. Salmonella Typhimurium

Ya en 1874, Budd dedujo que la fiebre tifoidea era transmitida por el agua y los
alimentos. La especie tipo Salmonella choleraesuis fue aislada en cerdos en los que se
diagnostico clinicamente peste porcina (Salmon y Smith, 1885). El nombre actual del
género fue acuiiado por Ligniéres en 1900 en honor a la investigacion del Dr. Salmon,
veterinario estadounidense, quien estudid en profundidad las bacterias entonces

conocidas como tifica y paratifica.

A lo largo de los afios, su clasificacion ha experimentado numerosos cambios.
En la actualidad, todas las salmonelas pertenecen a dos especies: Salmonella bongori,
cuyas serovariedades son muy poco frecuentes, y Salmonella enterica, con mas de
2500 serovariedades y dividido a su vez en seis subespecies, (enterica, salmae,
houtanae, arizonae, diarizonae e indica). Las serovariedades se establecen segun la
presencia de antigenos O (somaticos), H (flagelares) y V; (capsulares). Todas las
serovariedades de S. enterica subsp. enterica tienen su propia denominacion. A este
ultimo grupo pertenecen las dos seroviariedades de mayor importancia en los

alimentos, Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium.

Durante muchos afios, las fiebres tifoideas causadas por Salmonella typhi fueron
las principales infecciones causadas por Sa/monella en humanos. A partir de la década
de los 70, los casos de gastroenteritis humanas producidas por salmonelas no tifoideas
empezaron a aumentar a un ritmo alarmante (Tauxe, 1991). Tradicionalmente,
Salmonella Typhimurium ha sido el mas frecuentemente aislado de salmonelosis
humanas transmitidas por el consumo de alimentos (D’Aoust, 1989; Tauxe, 1991). Sin
embargo, a finales de la década de los 80 comenzo a detectarse un importante aumento
del serotipo Salmonella Enteritidis, asociado principalmente a huevos y ovoproductos
(D’Aoust, 1989; Tauxe, 1991). Otros estudios sugieren que Salmonella Typhimurium
ha vuelto a recobrar parte de su protagonismo tradicional durante la tltima década del
pasado siglo (Zeidler, 1997; Mazén et al., 1998). En cualquier caso, entre estos dos
serotipos aglutinan mas de la mitad de todos los episodios registrados de salmonelosis

en humanos (Dorronsoro ef al., 1998; Mazoén et al., 1998; EFSA, 2010).

Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo

aeroanaerobio facultativo, no formador de esporos, Gram-negativo y moévil gracias a
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que poseen flagelos peritricos (Holt et al., 1994). Su identificaciéon mediante el test

IMViC responde al patron - + - + (ICMSF, 1996).

Su temperatura Optima de crecimiento es de 35-37°C, aunque es capaz de
desarrollarse entre 5 y 47°C. Aunque a temperaturas tan bajas, las mayoria de las cepas
no son capaces de crecer, se ha observado que algunas cepas de Salmonella
Typhimurium si pueden hacerlo incluso a temperaturas de 2°C. A temperaturas de
congelacion, -20°C, la viabilidad de Salmonella a penas se ve afectada (D’Aoust,

1989).

El limite inferior de ay, estd en 0,92-0,94, y su rango de pH va desde 4,5 a 9,0,
con el punto 6ptimo entre 6,5 y 7,5 (D’ Aoust, 1989).

Las salmonelas tienen su habitat natural en el intestino del hombre y los
animales. Son excretadas con las heces, que contaminan el medio y los alimentos, de
manera que al ser ingeridas de nuevo, colonizan el intestino del nuevo hospedador y
comienzan el ciclo (Jay, 1992). Se multiplican en el intestino delgado, para colonizar
después el ileon y en menor grado el colon. Se puede producir una reaccion
inflamatoria, los foliculos linfaticos pueden aumentar de tamafio y se pueden ulcerar.
Los ganglios mesentéricos con frecuencia se inflaman. En ocasiones, las salmonelas
atraviesan las barreras mucosa y linfatica y llegan al torrente sanguineo, para acabar
originando abscesos en varios tejidos (ICMSF, 1996). Pueden producir gastroenteritis,

fiebre entérica'y bacteriemia.

Los signos de la gastroenteritis comienzan entre 12 y 36 horas después de la
ingestion del alimento contaminado. Cursan con diarrea, nduseas, dolor abdominal,
fiebre ligera y escalofrios. A veces hay vomitos, abatimiento, anorexia, cefalagia y
malestar. El sindrome puede durar de 2 a 5 dias. En los primeros dias, las excreciones
del paciente contendran gran cantidad de salmonelas y su concentracion ird
disminuyendo paulatinamente hasta aproximadamente unos 3 meses, cuando aun

pueden encontrarse salmonelas no tificas en heces (ICMSF, 1996).

El periodo de incubacion de la fiebre entérica varia desde 7 a 28 dias en funcion
de la dosis bacteriana. Dura unos 14 dias de promedio, en los cuales hay malestar,
cefalagia, fiebre alta persistente, dolor abdominal y generalizado en el resto del

cuerpo, debilidad y puede acompafiarse bien con diarrea, bien con estrefiimiento. En
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otros casos, se observa un ritmo cardiaco lento, aumento del tamafio del bazo y
hemorragia intestinal o nasal. El paciente puede llegar a desvariar. Es una enfermedad
de evolucion lenta en el que el estado de portador se puede prolongar hasta varios

meses (ICMSF, 1996).

La septicemia o bacteriemia representa la presencia de salmonelas en la sangre.
El resultado es una fiebre alta persistente, dolor en el dorso, abdomen y térax,
escalofrios, sudoracion, malestar, anorexia y pérdida de peso. Una de las cepas de
Salmonella propensa a invadir el torrente sanguineo es Salmonella Typhimurium.

Puede causar infecciones focales en varios tejidos (ICMSF, 1996).

Aunque su habitat es el intestino del hombre y animales, su presencia es
generalizada fuera de éste. El vehiculo mas habitual para la infeccion del hombre por
Salmonella es por medio de los alimentos, especialmente los de origen animal, y
aquellos que estan expuestos a contaminacion por aguas residuales. Los alimentos que
con mayor frecuencia vehiculan salmonelas son los huevos y ovoproductos, carnes de
pollo, ternera, cerdo, pavo, leche y lacteos, chocolate y especias (D’Aoust, 1989;
Tauxe, 1991). La carne se contamina desde las heces que se adhieren en el pelo, piel y
patas de los animales, y por un eviscerado incorrecto. En las aves de corral, las
bacterias llegan a la canal de igual modo desde el tracto intestinal o desde el material
fecal de patas y plumas. En el caso de los huevos, la contaminaciéon puede ser
transovarica, en la superficie de la cascara durante el transito del huevo por la cloaca
de la ponedora o ya en el exterior, por contacto con material fecal. En la leche,
Salmonella llega a las ubres debido a una higiene deficiente de la granja y de los
operarios, y menos frecuentemente debido a infecciones del animal. El agua
contaminada es otro de los posibles vehiculos, que ademas puede vehicular salmonelas
a otros alimentos de origen vegetal como cereales, frutas o especias (D’Aoust, 1989).
Salmonella puede sobrevivir en los alimentos durante mucho tiempo. En una serie de
hortalizas que incluian judias verdes, remolacha, col, zanahorias, apio, pepino,
lechuga, pimientos, rabanos, espinacas y tomates, este microorganismo sobrevivio
convenientemente durante mas de 28 dias a 2-4°C (Felsenfeld y Young, 1945). La
dosis infecciosa depende de la composicion del alimento (cantidad de agua o grasa).
Segun la normativa actual, se establece que debe haber ausencia de Salmonella en 25 g
en practicamente todos los alimentos, como huevo y ovoproductos, carne de cerdo o

zumos de frutas.
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Figura 1.26. Agentes causales de los brotes de origen alimentario en la U. E. en 2008 (EFSA, 2010).

Aunque los datos indican que los casos de salmonelosis estan disminuyendo en
la Unién Europea en los ultimos afios, Salmonella sigue siendo el primer agente causal
de infecciones alimentarias en todos los paises miembros (Figura 1.26). El 35,4% de
los brotes en 2008 fueron debidos a salmonela, sobre todo por Salmonella Enteritidis
en huevos y ovoproductos, y Salmonella Typhimurium en carne. En 2008, se
registraron 131.468 casos de salmonelosis en la U.E., un 13,5% menos que en 2007, lo
que representa 26,4 casos por cada 100.000 habitantes, con un aumento de la
incidencia en los meses de verano y otofio (EFSA, 2010). En Espaiia, el 100% de los
casos de salmonelosis son domésticos (es decir, se han producido dentro de nuestras
fronteras y no como consecuencia de viajes desde otros paises). El nimero de casos se
ha ido reduciendo paulatinamente desde 2004, aunque todavia se registraron 3.833
casos en 2008, 8,5 casos por cada 100.000 habitantes. Esta tasa estd muy lejos de los
52,2 casos por cada 100.000 habitantes de Alemania (42.909 casos en total) o los
103,1 casos por cada 100.000 habitantes de la Republica Checa (10.707 en total)
(EFSA, 2010). Los nifios de corta edad son el grupo de la poblacién mas propensa a
sufrir enfermedad por Sa/monella, aunque la mayoria de casos mortales se registran en

ancianos.

A pesar de los esfuerzos invertidos en controlar la presencia de este organismo
en los alimentos, a dia de hoy, continiia siendo la primera causa de toxiinfecciones
alimentarias, y representa uno de los problemas mas serios de salud publica a nivel
mundial, tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo. La
importancia de incluir Sa/monella en cualquier tipo de estudio relacionado con la

conservacion de los alimentos esta fuera de toda duda.
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En la actualidad, el consumidor espera encontrar en el mercado alimentos
procesados gque, ademas de ser inocuos, tengan unas caracteristicas similares a las de
los productos frescos. Con objeto de obtener alimentos con estas caracteristicas, la
industria alimentaria puede utilizar distintas estrategias como el uso de tecnologias
de procesado respetuosas con las propiedades de los alimentos. Entre estas
tecnologias se encuentran los Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEAV), que son
capaces de inactivar a los microorganismos a temperaturas inferiores a las utilizadas
en el procesado térmico, por lo que se evitan los efectos adversos que el calor ejerce
sobre las propiedades sensoriales y nutritivas de los alimentos.

Es bien sabido que los PEAV son capaces de inactivar las formas vegetativas
de las bacterias, mohos y levaduras. Sin embargo, los esporos bacterianos son
resistentes a estos tratamientos. Por ello, el objetivo de esta tecnologia es ser una
alternativa a los actuales tratamientos de pasteurizacion por calor que se aplican en la
industria alimentaria. La implantacion de la tecnologia de los PEAV en la industria
para la pasteurizacion de los alimentos requiere demostrar no solo que las
propiedades nutritivas y sensoriales de los alimentos no se ven afectadas por los
tratamientos, sino que los niveles de seguridad microbiolégica que se obtienen con
estas tecnologias son equivalentes a los obtenidos mediante el procesado térmico al
cual pretenden sustituir. Para comprobar este segundo aspecto, es necesario
identificar las cepas de microorganismos patdégenos mas resistentes a los PEAV y
establecer condiciones de tratamiento (criterios de procesado) aplicables en la
practica, que permitan reducir la poblacion de estos microorganismos hasta un nivel

que garantice la seguridad de los alimentos.

En los dltimos afios, se han realizado numerosos estudios sobre la
inactivacion microbiana por PEAV. En dichos estudios, los tratamientos se han
aplicado con camaras de tratamiento tanto estaticas como en flujo continuo, y los
microorganismos investigados se han tratado tanto en tampones como en los propios
alimentos. Estas investigaciones han permitido identificar los principales parametros
de procesado, propiedades del medio de tratamiento y caracteristicas de los
microorganismos que influyen en la eficacia del proceso. Sin embargo, por distintas
razones, a partir de estos estudios no es posible establecer las condiciones de
tratamiento que seria necesario aplicar a un alimento para garantizar su seguridad

microbiologica. La mayoria de los estudios publicados en la bibliografia,
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especialmente los realizados en flujo continuo, han sido llevados a cabo con
microorganismos alterantes, sin interés desde el punto de vista de la salud pablica.
Por otra parte, las distintas condiciones de tratamiento y equipos de procesado
utilizados en distintos laboratorios, dificultan enormemente la comparaciéon de los
datos y, por lo tanto, la definicion de los pardmetros de los tratamientos necesarios
para la pasteurizacion de los alimentos. Finalmente, la mayoria de los estudios han
sido realizados con intensidades de campo eléctrico muy elevadas y/o con tiempos de
tratamiento muy prolongados. Estos tratamientos, por distintos motivos, no son
adecuados en un procesado industrial. Por un lado, se necesitarian generadores de
PEAV muy potentes para conseguir esos campos eléctricos tan elevados. Por otro, la
aplicacion de un nimero elevado de pulsos en los cortos tiempos de residencia del
producto en la camara de tratamiento provocaria un incremento de la temperatura del
producto que podria afectar a las propiedades nutritivas y sensoriales del alimento.
La utilizacion de varias cdmaras de tratamiento conectadas en serie con sistemas de
refrigeracion entre ellas, que podria evitar este aumento de temperatura, supone un
importante aumento del coste energético del proceso total, ya que habria que
considerar tanto la energia necesaria para la aplicacion del propio tratamiento de
PEAV como la energia necesaria para mantener el producto a temperaturas que no

afectaran a las caracteristicas del producto.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue establecer criterios del
proceso aplicables en un proceso industrial para la pasteurizacion de alimentos
liquidos por medio de la tecnologia de los PEAV. Para alcanzar este objetivo

general, fue necesaria la consecucion de los siguientes objetivos parciales:

- ldentificar las cepas maés resistentes a la tecnologia de los PEAV,
entre cinco cepas de dos microorganismos patogenos Gram-positivos
(Listeria  monocytogenes,  Staphylococcus aureus) y  dos
microorganismos Gram-negativos (Escherichia coli, Salmonella

Typhimurium).

- Obtener datos cinéticos sobre la inactivacion de la cepa mas
resistente de cada uno de los microorganismos a distintas intensidades

de campo eléctrico en el rango de pH de la mayoria de los alimentos.
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- Generar modelos matematicos a partir de los datos cinéticos para
comparar la resistencia de las cepas resistentes en un amplio rango de

condiciones experimentales.

- Desarrollar procesos combinados de los PEAV con otros factores
(temperatura, antimicrobianos) para obtener los niveles de
inactivacion requeridos para la pasteurizacion de los alimentos en

condiciones de tratamiento aplicables en la practica industrial.

- Validar los resultados obtenidos en procesos en flujo continuo en

zumo de manzana.






3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. MEDIOS Y REACTIVOS

El agar tripticasa-soja (TSA) y el caldo tripticasa soja (TSB) fueron
suministrados por la firma Biolife (Milan, Italia) y se prepararon siguiendo las
instrucciones del fabricante. Estos se suplementaron con un 0,6% de extracto de
levadura (TSA+YE y TSB+YE, respectivamente) suministrado por la misma casa
comercial. El agua de peptona fue preparada a partir de peptona de carne (Biolife)
disolviendo un 0,1% (p/v) en agua destilada. Para los estudios de deteccion de dafio
subletal tras los tratamientos de PEAV, se afladi6 la correspondiente cantidad de
NaCl (Panreac, Barcelona, Espafia) al agar TSA+YE segin el microorganismo

investigado (TSA+YE+NaCl).

Los tampones Mcllvaine fueron preparados con las concentraciones
apropiadas de fosfato disddico anhidro (Panreac, Barcelona, Espafia) y 4cido citrico
anhidro (Panreac) segiin describen Dawson et al. (1974). El pH de los tampones se
ajustéo a 7,0, 6,0, 5,25, 4,5, 4,0 y 3,5 con el fin de abarcar el rango de pH de
diferentes alimentos liquidos. Las medidas de pH se llevaron a cabo con un pH-
metro con compensacion automatica de temperaturas (modelo Basic 20", Crison

Instruments, Barcelona, Espana).

Los tampones se diluyeron con agua destilada hasta una conductividad
eléctrica de 0,1+0,01 S/m. Las medidas de conductividad se realizaron con un
conductivimetro (mod. 524, Crison Instruments, S.A. Alella, Barcelona, Espana) a

temperatura ambiente.

Todos los medios, una vez preparados, se esterilizaron a 121°C en un
autoclave (Certoclav CV 2000/1, Traun, Suiza) durante 20 minutos y se almacenaron

a 4°C hasta su posterior uso.

Para los estudios de la eficacia letal de los PEAV en presencia de los
antimicrobianos nisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y etil lauroil
arginato (LAE®) (Vedegsa, Terrasa, Espaifia) se adicionaron distintos volimenes de
soluciones madre de nisina o de LAE al tampon Mcllvaine estéril para obtener
medios de tratamiento con concentraciones de 100 y 200 pg/mL de nisina o de 25 y
50 pg/mL de LAE. Las soluciones madre de nisina y LAE se prepararon adicionando

20 mg de nisina o 105 mg de LAE en 10 mL de agua destilada estéril. Los medios de
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tratamiento adicionados con antimicrobianos se prepararon inmediatamente antes de

cada tratamiento de PEAV.

Para los estudios de los tratamientos PEAV en flujo continuo, se utiliz6 zumo
de manzana de la marca Auchan (Alcampo S.A., Espana). El pH del zumo fue de
3,54¢0,1 y su conductividad eléctrica variaba entre 0,25 y 0,3 S/m. Cuando se
investig6 el efecto del LAE en flujo continuo, se adicionaron 50 pg/mL de LAE al

zumo de manzana previamente al tratamiento de PEAV.

3.2. MICROORGANISMOS

Para llevar a cabo esta investigacion, se utilizaron cepas de las siguientes
especies microbianas: Listeria monocytogenes (CECT 932, CECT 4031, CECT
4032, CECT 5366, CECT 5672), Staphylococcus aureus (CECT 976, CECT 4465,
CECT 4630, CECT 4459, CECT 4466), Salmonella Typhimurium (CECT 443,
CECT 722, CECT 880, CECT 878, CECT 4594) y Escherichia coli (CECT 471),
suministradas por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), y Escherichia
coli W3110 (ATCC 27325), O157:H7, BJ4 y BJ4L1 (Krogfelt et al., 2000)
amablemente proporcionadas por el Doctor Mackey de la Universidad de Reading.
Todas las cepas fueron conservadas durante la investigacion en crioviales
(Maintenance Freeze Medium 064-TA0124, Scharlau Chemie, Sentmenat, Espafia) a
-80°C (Ultra Low Tempearture Freezer MDF-U32865, SANYO Electric, Osaka,
Japon).

3.2.1. OBTENCION DE LAS SUSPENSIONES

Las suspensiones se prepararon siguiendo las etapas que se muestran en la
Figura 3.1. En la Tabla 3.1 se resumen los diferentes medios, temperaturas y tiempos

de cultivo utilizados para cada uno de los microorganismos.

Todos los cultivos fueron suministrados en forma de liofilizado y se
revitalizaron en los medios recomendados por la CECT. A partir de los precultivos
revitalizados, se sembraron placas de agar por agotamiento en estria. Los
correspondientes crioviales se inocularon con una colonia aislada de la estria. A

partir de ellos, se sembraron semanalmente placas de agar por agotamiento en estria



Material y Métodos < 121

durante todo el periodo de realizacién de la investigacion, con objeto de disponer de

cultivo fresco.

Revitalizacion

Cultivo liofilizado Aislamiento en estria

Almacenamiento

‘ Curva de crecimiento
Incubacion

Precultivo

Recuento en Camara de Thoma

= /77 7

Logjo UFC/mL

Tiempo de incubacién

5 mL medio liquido

106 UFC/mLen
50 mL medio liquido

Figura 3.1. Esquema general para la obtencion de suspensiones microbianas.

Para la preparacion de las suspensiones, a partir de una colonia aislada de las
placas almacenadas, se sembraron tubos de ensayo que contenian 5 mL de caldo
estéril. Estos precultivos, se incubaron en estufa durante 18 horas (Hotcold UL,
Selecta, Abrera, Espafia). Tras determinar la concentracion celular de los precultivos
mediante recuento microscopico (microscopio L-Kc, Nikkon, Tokio, Japén) en
camara de Thoma (ServiQuimia, Constanti, Espafia), se inocularon frascos con 50
mL de TSB+YE estéril atemperado a la temperatura de incubacidon, con una
concentracion microbiana inicial de 10° UFC/mL. Los cultivos se incubaron en
estufa (Hotcold UL) en agitacion (agitador Vibramax 100, Heidolph Instruments,
Acwabach, Alemania) a las temperaturas y tiempos indicados en la Tabla 3.1. El
tiempo de incubacion necesario para que las suspensiones alcanzaran la fase de
crecimiento estacionario se establecid a partir de curvas de crecimiento como las que
se muestran en la Figura 3.2, a modo de ejemplo, para los microorganismos E. coli

O157:H7, L. monocytogenes 5672, Salmonella Typhimurium 878 y S. aureus 4459.
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Tabla 3.1. Medios, temperaturas y tiempos de cultivo de las distintas etapas de preparacion de las

suspensiones microbianas.

Revitalizacion Aislamiento Precultivo Cultivo

Microorganismo (TSB+YE)? (TSA+YE)® (TSB+YE)*  (TSB+YE)®

E. coli 471 37°C/24h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
E. coli W3110 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24h
E. coli O157:H7 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
E. coli BJ4 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
E. coli BJAL1 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24h
Salmonella Typhimurium 443 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
Salmonella Typhimurium 722 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
Salmonella Typhimurium 880 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
Salmonella Typhimurium 878 37°C/24h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
Salmonella Typhimurium 4594 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
L. monocytogenes 5366 37°C/24 h 37°C/30 h 37°C/18 h 37°C/30 h
L. monocytogenes 4031 37°C/24 h 37°C/30 h 37°C/18 h 37°C/30 h
L. monocytogenes 5672 37°C/24 h 37°C/30 h 37°C/18 h 37°C/30 h
L. monocytogenes 4032 37°C/24 h 37°C/30 h 37°C/18 h 37°C/30 h
L. monocytogenes 932 37°C/24 h 37°C/30 h 37°C/18 h 37°C/30 h
S. aureus 976 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
S. aureus 4465 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
S. aureus 4630 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
S. aureus 4459 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h
S. aureus 4466 37°C/24 h 37°C/24 h 37°C/18 h 37°C/24 h

*TSB+YE: caldo tripticasa-soja con 0.6% de extracto de levadura.

"TSA+YE: agar tripticasa-soja con 0.6% de extracto de levadura.
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Figura 3.2. Ejemplos de curvas de crecimiento de cada una de las especies microbianas utilizadas en

esta Tesis Doctoral. Las flechas indican el tiempo de incubacion establecido para los experimentos de
PEAV.

3.2.2. CURVAS DE CRECIMIENTO

Para elaborar las curvas de crecimiento, a intervalos predeterminados de

tiempo, se tomaron 0,1 mL de los frascos que contenian las suspensiones
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microbianas. Tras realizar las correspondientes diluciones decimales en caldo estéril,
se sembraron alicuotas de 0,1 mL, por duplicado, en placas de Petri, por
homogeneizacion en masa. Los caldos y temperaturas de incubacion, asi como los
medios, tiempos y temperaturas de recuperacion utilizados fueron los mismos que los
indicados en la Tabla 3.1. Las curvas de crecimiento se elaboraron representando el
logaritmo decimal del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por mL
frente al tiempo de incubacion en horas (Figura 3.2). Para el recuento microbiano, se
utilizd un contador automatico de colonias (Protos, Analytical Measuring Systems,

Cambridge, Inglaterra).

Todas las investigaciones se realizaron con células en la fase de crecimiento
estacionario dado que es en esta fase de crecimiento en la que las células son mas

resistentes a los PEAV (Cebrian et al., 2007).

3.3. TRATAMIENTOS DE PEAV

Para la realizacion de esta Tesis Doctoral, se utilizaron dos tipos distintos de
generadores de PEAV uno de caida exponencial y otro de onda cuadrada. El equipo
de onda cuadrada se adquirio para la realizacion de esta investigacion y se utilizo
para la aplicacion de tratamientos en condiciones estaticas y y en flujo continuo. Los
tratamientos en estatico se aplicaron con la cdmara habitualmente utilizada en
nuestro laboratorio y con una camara, desarrollada durante esta Tesis Doctoral, con
los electrodos termostatados. A continuacion, se describen los generadores y las
camaras de tratamiento asi como las condiciones de tratamiento utilizadas en esta

Tesis Doctoral con cada una de las configuraciones disponibles.

3.3.1. GENERADOR DE PEAV
3.3.1.1. GENERADOR DE PULSOS ELECTRICOS DE CAIDA EXPONENCIAL

Debido a que cuando se inici6 esta Tesis Doctoral atin no se habia adquirido
el equipo de PEAV de onda cuadrada, para la realizacion del primer estudio, en el

que se compard la resistencia a los PEAV de las 20 cepas investigadas, se utilizo el
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equipo de caida exponencial disponible en nuestro laboratorio, que fue construido en
colaboracion con el Department of Food Biotechnology and Food Process
Engineering de la Universidad Técnica de Berlin (Heinz ef al., 2003). En la Figura
3.3, se muestra la configuracion eléctrica general de este equipo, que consta de un
generador de corriente continua (HCK 2500 M35000, F.U.G. Elektronik GmbH,
Rosenheim, Alemania) capaz de transformar la corriente trifasica alterna (0,38 kV;
16 A) en continua de hasta una intensidad méxima de 140 mA y un voltaje maximo
de 35 kV. Este generador carga un set de 5 condensadores (C-20C682, Behlke,
Kronberg, Alemania) que poseen una capacidad individual de 6800 pF y que
soportan un voltaje méximo de 20 kV. Finalmente, el sistema dispone de un
interruptor tipo tristor (HTS 160-500 SCR, Behlke) que permite la descarga completa
de la energia eléctrica almacenada en los condensadores en la camara de tratamiento.
Este interruptor posee un voltaje y un amperaje maximos de trabajo de 16 kV y SkA,
respectivamente. La apertura del interruptor estd regulada por una senal eléctrica
externa de 5 V suministrada por un generador de funciones (AGF 320, Tektronix).
Una vez abierto, se produce la descarga completa y no regulada de la energia
almacenada, por lo que se generan pulsos de caida exponencial. Como sistema de
proteccion del interruptor, para impedir el reflujo de energia eléctrica al mismo, entre
¢l y la camara de tratamiento se situan un diodo (FDA 200-150, Behlke) y tres
resistencias eléctricas de 15 Q cada una (886AS150LDS, Cesiwid, Niagara Falls,
EE.UU.).

El sistema descrito permite la aplicacion de pulsos de caida exponencial de
aproximadamente 4 ps de anchura de hasta 16 kV y 5 kA, a unas frecuencias de hasta

60 Hz.

Todo el equipo estd controlado mediante un software disefiado en la
Universidad Técnica de Berlin mediante la herramienta de programacion TestPoint

(Capital Equipment, Billerica, Massachusetts, EE.UU.).

Para determinar el voltaje y la intensidad de corriente aplicados, el sistema se
completa con una sonda de alto voltaje (P6015A, Tektronix) y una sonda de
intensidad (Stangenes Industries) cuyas lecturas son registradas en un osciloscopio
digital de dos canales (TDS 3012B, Tektronix) que, a su vez, dispone de una

herramienta de integracion que permite calcular la energia aplicada por pulso.
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Figura 3.3. Configuracion eléctrica del equipo de PEAV de caida exponencial.

Condiciones de tratamiento: utilizando este equipo, se aplicaron 50 pulsos de caida
exponencial de intensidades de campo eléctrico de 20 kV/cm (1,7 kJ/Kg), 25
kV/em (2,7 kJ/Kg) y 30 kV/em (3,6 kJ/Kg) a una frecuencia de 1 Hz,
utilizando para ello una cdmara estética de electrodos paralelos sin termostatar,

cuyas caracteristicas se describen mas adelante, en el apartado 4.3.2.1.

3.3.1.2. GENERADOR DE PULSOS ELECTRICOS DE ONDA CUADRADA

El equipo consiste en un generador de pulsos eléctricos suministrado por la
empresa ScandiNova (Modulator PG, ScandiNova, Uppsala, Suecia), cuyo esquema
eléctrico se muestra en la Figura 3.4. Este consta basicamente de un transformador
(DCPS D10-400, ScandiNova) que convierte la corriente trifasica alterna (380 V, 16
A) en corriente continua de 1 kV, la cual es transferida a 6 interruptores IGBT
conectados en serie (Switch rack SR-6, ScandiNova). Una sefal eléctrica externa
(TTL, 5 V) controla la apertura y cierre de los moddulos IGBT, provocando la
descarga de la corriente de 1 kV en una primera sefial pulsante de onda cuadrada.
Finalmente, un transformador de pulsos (Pulse transformer, ScandiNova) convierte

esa primera sefial pulsante en la sefial de alto voltaje deseada.
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Figura 3.4. Configuracion eléctrica del equipo de PEAV de onda cuadrada.

Con este circuito, el equipo es capaz de generar pulsos de onda cuadrada de 3
us de duracion y de hasta 30 kV de voltaje y 200 A de intensidad, a una frecuencia
de hasta 300 Hz.

El equipo estd disenado para trabajar con una camara de tratamiento con una
resistencia eléctrica optima entre 100 y 170 Q. En estas condiciones, se consigue un
pulso totalmente cuadrado (Figura 3.5B), en el que el voltaje aumenta hasta el valor
establecido a una velocidad de 47 kV/us y, una vez terminado el pulso, la velocidad
de descenso es de 56 kV/us. A lo largo de toda la duracion del pulso, el voltaje
alcanzado oscila menos de un 2%. Cuando la resistencia eléctrica de la cdmara es
menor de 100 Q (Figura 3.5A) o mayor de 170 Q (Figura 3.5C) la forma del pulso
deja de ser cuadrada, por lo que el control de los parametros del proceso (intensidad
del campo eléctrico, tiempo de tratamiento y energia especifica) es menos preciso.
La necesidad de trabajar en un rango determinado de resistencia eléctrica condiciona
las dimensiones de las camaras de tratamiento en estatico y en flujo continuo en
funcion de la conductividad eléctrica del medio de tratamiento, como se vera

posteriormente.

Durante la aplicacion de los tratamientos, parte de la energia eléctrica generada
se disipa en forma de calor. Para evitar el sobrecalentamiento del sistema, el equipo
posee un sistema de refrigeracion mediante aceite dieléctrico de baja conductividad
eléctrica. Dicho aceite es enfriado mediante un intercambiador de calor en el que el
fluido refrigerante es agua. Esta debe circular a un flujo minimo de 9 L/min, a una

presion de entre 3 y 8 bares, y su temperatura debe estar comprendida entre 10 y
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40°C. Para que las condiciones de trabajo del equipo sean estables, la temperatura del
agua durante la aplicacion de los tratamientos debe ser igual a su temperatura inicial

+2,5°C.

! e

Figura 3.5. Imagenes de la forma real de varios pulsos registradas por el osciloscopio conectado a la

sonda de alto voltaje. Resistencia eléctrica de la camara de tratamiento: A=60 Q; B=130 Q; C=350 Q.

El control del equipo se realiza mediante un software especifico disefiado por
la empresa fabricante (K1-15m, ScandiNova) manejable mediante una pantalla tactil
de cristal liquido (Simatic panel, Siemens, Munich, Alemania). Debido a que el
equipo aplica altos voltajes e intensidades de corriente, se integré un sistema de
seguridad que permite la desconexion manual del circuito eléctrico en caso de
emergencia. Este consta de un pulsador externo de facil accionamiento (RS Amidata,
Pozuelo de Alarcon, Espafia), conectado al equipo mediante una clavija tipo RS-232
(RS Amidata). Al accionar el pulsador, el circuito se cierra impidiendo el paso de
corriente a través de ¢l, de modo que la manipulacion de sus componentes externos

S€a segura.

Para determinar el voltaje e intensidad de corriente realmente aplicados y asi
conocer las condiciones efectivas de tratamiento, el sistema se completa con una
sonda de alto voltaje (P6015A, Tektronix, Wilsonville, Oregon, EE.UU.) y una sonda
de intensidad de corriente (Stangenes Industries, Palo Alto, California, EE.UU.)
conectadas a la salida del equipo, cuyas lecturas son registradas en un osciloscopio

digital de dos canales (TDS 220, Tektronix).
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Para la realizacion de la mayor parte de esta Tesis Doctoral, se utilizé el
equipo de pulsos eléctricos de onda cuadrara, aplicando los tratamientos en
condiciones estaticas o en flujo continuo. La principal diferencia entre ambas
configuraciones radica, basicamente, en el tipo de cadmara de tratamiento utilizada:

camara de tratamiento estatica o camara de tratamiento en flujo continuo.

3.3.2. CAMARAS DE TRATAMIENTO
3.3.2.1. CAMARAS DE TRATAMIENTO ESTATICAS

En las primeras investigaciones realizadas en esta Tesis Doctoral, se trabajo
con una camara de tratamiento estdtica de electrodos paralelos que ya ha sido
descrita con anterioridad por Raso et al. (2000). Sus principales caracteristicas se
resumen en la Tabla 3.2. Esta consiste en un tubo de polietileno cerrado en sus
extremos por dos cilindros de acero inoxidable de 16 mm de diametro (Figura 3.6).
Estas tres estructuras delimitan la zona de tratamiento. Como ya ha sido comentado
en el apartado 1.1.3.2.2 de la Introduccién de esta Tesis Doctoral, el disefio de
electrodos paralelos permite la aplicacion de un campo eléctrico uniforme. Para
mejorar esta distribucion uniforme y ademas evitar la posible presencia de aire
ocluido, la superficie de los electrodos estd pulida a espejo. Uno de los electrodos
estad conectado a tierra, mientras que el otro estd conectado al alto voltaje generado
por el equipo de PEAV. Para la realizacion de los experimentos, se ajusto la distancia
de los electrodos a 2,5 mm por lo que el volumen de tratamiento fue de 0,5 mL. Con
objeto de llenar y vaciar la camara facilmente, ésta dispone de un orificio en el tubo
de polietileno de 1,0 mm de didmetro. Durante el tratamiento, el orificio se mantiene

cerrado mediante cinta adhesiva tipo cello.

Si bien la utilizacion de este disefio de camara de tratamiento permite aplicar
un campo eléctrico uniforme en todo el volumen de la muestra, la temperatura del
medio de tratamiento varia con la aplicacion de PEAV. En estas investigaciones

utilizando este disefio, la temperatura del medio oscil6 entre los 24 y los 35°C.



130 ) Material y Métodos

Tabla 3.2. Caracteristicas principales de la camara estatica de electrodos paralelos utilizada en esta

Tesis Doctoral.

Camara estatica

Distancia entre los electrodos 2,5 mm
Diametro zona de tratamiento 16 mm
Volumen total de tratamiento 0,5 mL
Campo eléctrico maximo 35kV/ecm
2,5mm 40,0 mm
@in16,0 mm —_— ™

Zonade tratamiento

Aislant/
Electrodos

Figura 3.6. Esquema de la camara de tratamiento estatica de electrodos paralelos.

En investigaciones posteriores, con objeto de tener un mayor conocimiento de
la influencia de la temperatura del medio en la eficacia letal de los PEAV, se
construyd una nueva cdamara estatica de electrodos paralelos termostatada cuyo
disefio estaba basado en la anteriormente descrita. La cdmara consiste en un tubo de
polietileno cerrado en sus extremos por dos cilindros de acero inoxidable de 16 mm
de didmetro y 4 cm de longitud, separados una distancia de 2,5 mm. El interior de los
electrodos es hueco, lo que permite la circulacion de aceite dieléctrico (1,4 pS/cm)
atemperado a diferentes temperaturas (Figura 3.7). El aceite se impulsa con una
bomba peristaltica a un caudal de 5 L/h que, previamente a su paso por los
electrodos, se atempera haciéndolo circular por el interior de un serpentin de acero
inoxidable (Dinterno 2 MM, Dexterno 3Mm, 200 cm longitud) que estd sumergido en un
bafio termostatico. Este sistema permite atemperar el medio de tratamiento a distintas
temperaturas y evita que la temperatura del medio de tratamiento apenas incremente

durante la aplicacion de los PEAV.
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Al igual que en la cdmara anterior, su llenado y vaciado se realiza a través de
un orificio en el tubo de polietileno de 1,0 mm de didmetro, el cual se mantiene

cerrado durante el tratamiento con cinta adhesiva tipo cello.

Electrodos

Entrada del
aceite dieléctrico . =B ~N |

Salida del 4 <7 /([
aceite L =L ~

dieléctrico Zonade tratamiento

Aislante

Figura 3.7. Esquema de la camara de tratamiento estatica con electrodos paralelos termostatados. Las
flechas indican la direccion y el sentido del flujo del aceite dieléctrico por el interior de los electrodos.
Separacion entre electrodos: 2,5 mm; Longitud del electrodo: 40,0 mm; Diametro del electrodo: 16,0

mm.

3.3.2.1.1. Sistema de medida de la temperatura durante los tratamientos de
PEAV en estatico

El sistema de medida de la temperatura del medio de tratamiento para
cualquiera de los dos tipos de cdmaras de tratamiento tras la aplicacion de PEAV en
condiciones estaticas se realizO mediante una sonda termopar K (Alhorn,
Holzikirchen, Dinamarca), accionada por un sistema neumatico descrito previamente
por Raso ef al. (2000). El dispositivo consta de un termopar tipo K cuya sonda tiene
una longitud de 150 mm y cuyos Gltimos 10 mm tienen un diametro de 0,9 mm. Su
precision es de £ 0,2 °C (-20 a +70°C) y su velocidad de respuesta de 0,5 s (Testo
GmbH, Lenzkirch, Alemania). El termopar se encuentra alojado en una carcasa de
metacrilato que dispone de un muelle y una camara herméticamente cerrada que se
puede presurizar. La cdmara se presuriza con nitrogeno seco y el paso del nitrégeno a
la camara presurizada estd regulado por una valvula solenoide. Finalizado el
tratamiento, se acciona la valvula solenoide permitiendo el paso de nitrogeno a la
camara presurizada. La presion comprime el muelle y el termopar penetra
rapidamente en el interior de la cdmara de tratamiento por el orificio de llenado
(Figura 3.8). Una vez medida la temperatura, la valvula solenoide cierra el paso del

gas y el termopar vuelve a su posicion inicial empujado por el muelle. Con este
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dispositivo, se puede conocer la temperatura del medio de tratamiento tras un nimero
determinado de pulsos sin que el campo eléctrico interfiera en la medida de la

temperatura y sin que el sensor interfiera en la distribucion del campo eléctrico.

A B

Sisterna de inyeccian
de la sonda

i hire comgnrmfgj

Termopar

Circulacion|

. aceite
TP jictéctico

Electrodos Zonade tratamiento de PEAV Zonade tratamiento de PEAY
atemperados

Figura 3.8. Procedimiento para la medida de la temperatura del medio de tratamiento tras la
aplicacion de un tratamiento de PEAV. A: Estado de reposo; B: Accionamiento neumatico del sistema

tras la finalizacion el tratamiento.

3.3.2.1.2. Evaluacion del funcionamiento de la cadmara de electrodos
termostatados

Con el fin de evaluar el comportamiento del sistema de termostatacion
disefiado, se realizaron una serie de pruebas preliminares, que se resumen a
continuacion. La Figura 3.9 compara la evolucion de la temperatura del medio de
tratamiento al aplicar tratamientos PEAV de distinta intensidad del campo eléctrico
en una camara con y sin electrodos termostatados. Como se observa, hay una clara
diferencia en la evolucion de la temperatura en ambas camaras de tratamiento. Tras
la aplicacién de 50 pulsos de 3 ps, la temperatura aument6 9,5°C en la cdmara no
termostatada y solo 3,8°C en la camara con electrodos termostatados, a la maxima
intensidad del campo eléctrico ensayada (30 kV/cm). Estos resultados confirman que
la circulacion de aceite dieléctrico a través de los electrodos permite minimizar el
incremento de la temperatura del medio de tratamiento durante los tratamientos de

PEAV.
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Figura 3.9. Comparacion de la evolucion de la temperatura del medio de tratamiento en una camara
de tratamiento sin electrodos termostatados (lineas discontinuas) y con electrodos termostatados
(lineas continuas) a distintas intensidades del campo eléctrico: 20 kV/cm (A), 25 kV/cm (m) y 30

kv/cm (®). Frecuencia del tratamiento: 0,5 Hz.

La Figura 3.10 muestra la evolucion de la temperatura del medio de
tratamiento durante la aplicacion de tratamientos PEAV de 30 kV/cm a distintas
temperaturas iniciales. Segln esta figura, con la camara de electrodos termostatados
es posible aplicar tratamientos PEAV a distintas temperaturas. Ademads, el
incremento de temperatura durante los tratamientos PEAV fue siempre menor a 4°C
incluso tras las condiciones de tratamiento mas intensas aplicadas con esta camara:

50 pulsos de 3 ps a 30 kV/cm.

Temperatura final (°C)

0 50 100 150

Tiempo de tratamiento (us)

Figura 3.10. Incremento de la temperatura del medio de tratamiento tras la aplicacion de PEAV a
temperaturas iniciales de 5°C (@), 15°C (m), 25°C (A), 35°C (V) y 45°C (#) utilizando la camara de
electrodos paralelos termostatada. Condiciones de tratamiento: 30kV/cm; 0,5 Hz, anchura de pulso de

3 Ms.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, se utilizO como tratamientos de
PEAV mas intensos a aplicar con la camara de electrodos termostatados para los
estudios de inactivacidon microbiana, la aplicacion de 30 kV/ecm y 100 ps de tiempo
de tratamiento con el fin de minimizar la variacion de la temperatura del medio de
tratamiento. En todos los casos, la frecuencia de aplicacién de los pulsos fue de 0,5
Hz ya que como muestra la Figura 3.11 es la que produjo el menor incremento de la

temperatura del medio.

A Temperatura (°C)

Tiempo de tratamiento (us)

Figura 3.11. Incremento de la temperatura del medio de tratamiento tras la aplicacion de PEAV a 0,5
Hz (w), 1 Hz (A), 2 Hz (V) y 3 Hz (#). Condiciones de tratamiento: 30kV/cm; 3 ps de anchura de

pulso.

3.3.2.2. CAMARAS DE TRATAMIENTO EN FLUJO CONTINUO

Para realizar los estudios de la eficacia letal de los PEAV en flujo continuo,
se utilizd una cadmara de electrodos paralelos cuyas caracteristicas principales se
muestran en la Tabla 3.3. Esta cdmara estd basada en un disefio desarrollado en la
Universidad Técnica de Berlin (Ulmer et al., 2002; Heinz et al., 2003; Puértolas et
al., 2008) y su esquema bdsico se muestra en la Figura 3.12. Partiendo de este
disefo, la camara utilizada se dimensioné considerando la conductividad eléctrica del
medio de tratamiento con el que se iba a trabajar (zumo de manzana de 0,25-0,30
S/m), el rango de resistencias eléctricas optimas de la camara de tratamiento (entre
100 y 170 Q), la maxima intensidad de corriente que permite trabajar el generador de

PEAV (200 A) y la maxima frecuencia de aplicacion de los pulsos (300 Hz).
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La camara de tratamiento consta de dos electrodos planos de acero inoxidable
separados 4,5 mm por una pieza aislante de Teflon. Uno de los electrodos esta
conectado a la sefial pulsante de alto voltaje generada por el equipo de pulsos de
onda cuadrada anteriormente descrito, mientras que el otro esta conectado a tierra.
Esta configuracion crea una zona de tratamiento de seccion cuadrada de una anchura
de 4,5 mm, una altura de 3,7 mm y una longitud de 4 cm en la que el campo eléctrico
generado es perpendicular a la direccion de flujo del producto. El volumen total de
tratamiento es de 0,67 mL. Utilizando un flujo de producto de 3 L/h, el tiempo de
residencia medio del producto en la zona de tratamiento es de 0,8 s. En estas
condiciones, el nimero maximo de pulsos que es posible aplicar es de 42. Segtn los
limites maximos de voltaje y de intensidad de corriente del generador de PEAV (30
kV y 200 A), el campo eléctrico méximo que se podria aplicar para tratar el zumo de
manzana de 0,25-0,30 S/m es de 60 kV/cm, aunque en esta investigacién nunca fue

mayor de 30 kV/cm.

Tabla 3.3. Caracteristicas principales de la camara de electrodos paralelos en flujo continuo utilizada

en esta Tesis Doctoral.

Camaras de Electrodos

Paralelos
Distancia entre los electrodos 4,5 mm
Longitud del electrodo 4 cm
Area de tratamiento 1,47 cm?
Volumen total de tratamiento 0,67 mL
Tiempo de residencia 0,8s
Rango de conductividad 1,5a 3,5 mS/cm
Campo eléctrico maximo 60 kV/cm
Caudal maximo 21 L/

Numero de pulsos maximo 42 pulsos de 3ps
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Figura 3.12. Esquema basico de la camara de electrodos paralelos utilizada en esta Tesis Doctoral.

Separacion entre electrodos: 4,5 mm; Longitud del electrodo: 40,0 mm.

Como ya se ha comentado en el aparatado 1.1.3.2.2.2 de la Introduccion, el
disefio de la cdmara de tratamiento es un factor que condiciona la distribucion del
campo eléctrico en la zona de tratamiento y, por tanto, la uniformidad del tratamiento
de PEAV aplicado. Por ello, se ha evaluado la homogeneidad del campo eléctrico en
la cadmara de electrodos paralelos utilizada en los tratamientos en flujo continuo. Para
tal fin, se utiliz6 el software Comsol Multiphisics© (Comsol, Estocolmo, Suecia) que
permite realizar calculos de simulacién numérica mediante el método de elementos
finitos (MEF). Como ya se ha comentado en la Introduccion, la simulacion numérica
mediante MEF, es una herramienta ampliamente utilizada para conocer los valores
de determinadas variables fisicas, en sistemas en los cuales es imposible obtener la

medida real de las mismas por medio de sensores asi como para el estudio y
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optimizaciéon de procesos a nivel industrial (Gerlach et al., 2008). Este método
matematico se basa en dividir el cuerpo o estructura (denominada “dominio”) en una
serie de subdominios no intersectantes entre si denominados ‘“elementos finitos”.
Dentro de cada elemento, se distinguen una serie de puntos denominados “nodos”
que unidos entre si forman una malla. Una serie de ecuaciones integrales, las
denominadas “ecuaciones de gobierno”, definen el dominio. Estas se resuelven en
cada uno de los nodos, interpoldndose el resultado al resto de la estructura. El
sistema queda finalmente completado por una serie de condiciones de contorno en

cada uno de los limites del dominio (Ferziger y Peric, 2002).

En la Tabla 3.4, se muestra la ecuacion de gobierno utilizada en la simulacion
numérica del campo eléctrico asi como las condiciones de contorno de los diferentes

limites del dominio utilizadas para la resolucion de la ecuacion de gobierno.

Tabla 3.4. Ecuacion de gobierno y condiciones de contorno utilizadas en la simulacién numérica del
campo eléctrico en el interior de la camara de electrodos paralelos utilizados en esta Tesis Doctoral. o:
conductividad eléctrica (S/m); V: voltaje seleccionado (V); V;: voltaje inicial; J°: densidad de corriente

(A/m?); r: radio.

Ecuacion de Gobierno Limite Condiciones de contorno
V-(cVW—-J]8)=0 Electrodo de alto voltaje V=V,

Electrodo de tierra V=0

Aislante eléctrico noVV=0

Eje axial r=0

La Figura 3.13 muestra la distribucion del campo eléctrico en la zona de
tratamiento de la camara utilizada en esta investigacion y el valor de la intensidad
del campo eléctrico eje axial de la misma entre los puntos A y B indicados en la
figura durante la aplicacion de un pulso eléctrico cuadrado de 3 Hs de anchura y 15

kV de amplitud. Como se observa, la distribucion del campo eléctrico en toda la zona
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de tratamiento es practicamente uniforme. Unicamente, en los puntos de contacto
entre los electrodos y el aislante se producia un incremento de la intensidad del
campo eléctrico. Esta simulaciéon muestra que con la camara de electrodos paralelos
utilizada se consigue que practicamente todo el volumen de producto que circula por
la cdmara de tratamiento reciba la misma intensidad de campo eléctrico. Solo en un

pequetio volumen el producto recibe un tratamiento mas intenso.
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Figura 3.13. Simulaciéon numérica de la distribucion del campo eléctrico (kV/cm) en la camara de
tratamiento utilizada en esta investigacion (cortetransversal) (A) y estimacion de la intensidad del
campo eléctrico (B) entre los puntos I y II durante la aplicacion de un pulso de 3 ps de anchura y de

15 kV de amplitud.
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3.3.2.2.1. Configuracion del equipo para el tratamiento en flujo continuo

La instalacion para la aplicacion de los tratamientos de PEAV en flujo
continuo consistid en un depoésito de 2 L que contenia el medio de tratamiento (zumo
de manzana), una bomba, un intercambiador de calor y la camara de tratamiento
(Figura 3.14). Una bomba peristaltica de ocho cabezales (Ismatec, Glattbrugg, Suiza)
impulsaba el medio de tratamiento hacia el intercambiador de calor a través de un
tubo de silicona de 3 mm de didmetro interno. El intercambiador de calor consistio
en un tubo en espiral de acero inoxidable (Dinterno 2 MM, Dexterno IMm, 230 cm
longitud) sumergido en un bafio termostatico (modelo KI12-mpc-NR, Huber,
Offenburg, Alemania). Una vez atravesado el intercambiador, el producto
atemperado circulaba hacia la camara donde recibia el correspondiente tratamiento
PEAV. El producto tratado se recogia inmediatamente en tubos Eppendorf estériles

que se introducian en hielo.

La temperatura del medio de tratamiento se media con sondas termopar tipo
“K” (Testo GmbH, Lenzkirch, Alemania) colocadas a la entrada del intercambiador
de calor y a la entrada y salida de la cdmara de tratamiento, como se muestra en la

Figura 3.14.

Puntos de control de la
temperatura

Cémarade
tratamiento

Bomba peristaltica
de PEAV

i

Recogida de

muestra
Intercambiador

de calor (tubo de

aceroinoxidable) \ —] -

— | LA ——

&%

Mantenimiento en hielo

Suspension microbiana
Bafio termostético

Figura 3.14. Esquema de la instalacion para aplicar tratamientos de PEAV en flujo continuo.
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3.3.3. CONDICIONES DE TRATAMIENTO DE PEAV
3.3.3.1. TRATAMIENTOS EN CONDICIONES ESTATICAS

Previamente a cada tratamiento de PEAV, la suspensién microbiana se
centrifugd a 6000 x g durante 5 minutos a una temperatura de 4 + 1°C
(Minispin“plus, Eppendorf) y se resuspendio en el correspondiente medio de
tratamiento. La suspensién microbiana resuspendida a una concentracién de 10°
UFC/mL, se introducia en la cdmara para su tratamiento, mediante una jeringuilla
estéril de 1 mL, como ha sido previamente descrito por Raso et al. (2000). Tras cada
tratamiento, se extraia la muestra con una jeringuilla hipodérmica estéril y se

realizaban diluciones decimales en agua de peptona al 0,1 % (p/v).

Condiciones de tratamiento de PEAV con la camara sin sistema de
termostatacion: estas condiciones se corresponden con las investigaciones
mostradas en los manuscritos II y III. Estas consistieron en la aplicacién de
hasta 501 ps de intensidades del campo eléctrico de 15, 20, 25, 30 y 35 kV/cm
que correspondian a energias especificas por pulso de 0,7, 1,2, 1,9, 2,7 y 3,7
kJ/kg, respectivamente. La frecuencia de aplicacion de los pulsos fue de 1 Hz.
Con estas condiciones, la temperatura al finalizar los tratamientos nunca superd

los 35°C.

Condiciones de tratamiento de PEAV con la camara termostatada: cuando se
investigd el efecto de la temperatura del medio de tratamiento en la eficacia
letal de los PEAV (manuscrito IV), se aplicaron tratamientos PEAV de hasta
150 ps a una intensidad del campo eléctrico de 30 kV/cm que correspondia a
una energia especifica por pulso de 2,7 kJ/kg. La frecuencia de aplicacion de
los pulsos fue de 0,5 Hz. Las temperaturas del medio de tratamiento

investigadas fueron 4, 15, 28, 38 y 50°C.

En el caso de las investigaciones realizadas combinando los tratamientos
PEAYV en presencia de antimicrobianos en el medio de tratamiento a distintas
temperaturas (manuscritos V'y VI), se aplico un tratamiento de PEAV de 30
kV/em y 99 us, que correspondia a una energia especifica por pulso de 2,7
kJ/kg, a una frecuencia de 0,5 Hz. Las temperaturas del medio de tratamiento

investigadas fueron 4, 27 y 50°C.
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3.3.3.2. TRATAMIENTOS EN CONDICIONES DE FLUJO CONTINUO

Para los tratamientos en flujo continuo, se centrifugaron 200 mL de
suspension microbiana a 2750 x g durante 15 minutos a una temperatura de 4 + 1°C y
se resuspendieron en 2 L de zumo de manzana. El zumo inoculado con la suspension
microbiana a una concentracion de 10> UFC/mL, se bombeaba hacia la cdmara de
tratamiento para recibir el correspondiente tratamiento de PEAV. Tras el mismo, se
recogian 1 mL de muestra en tubos Eppendorf estériles que se sumergian

inmediatamente en hielo

Condiciones de tratamiento de PEAV en flujo continuo: para las investigaciones
mostradas en el manuscrito VIII, se aplicaron tratamientos de intensidades de
campo eléctrico de 20, 25 y 30 kV/cm, a distintos tiempos de tratamiento que
variaban entre 6 y 123 us, modificando para ello la frecuencia de aplicacion de
los pulsos, desde 1 a 52 Hz, utilizando un caudal de 3 L/h. La temperatura
inicial del medio de tratamiento a la entrada en la camara de tratamiento se
establecid a 20, 30 y 40°C. En estas condiciones de tratamiento de PEAV, la
temperatura del medio de tratamiento a la salida de la cdmara de tratamiento

vario desde 24 a 60 +1°C.

3.4. INCUBACION Y RECUENTO DE SUPERVIVIENTES

Tras realizar las correspondientes diluciones decimales de las muestras
tratadas, se sembraban 0,1 mL en masa en placas de Petri a las que se les adicionaba
TSA+EL. Tras la siembra, los microorganismos se incubaron a 35 £+ 1°C durante 24
horas para todas las cepas de E. coli, Salmonella Typhimurium y S. aureus, y durante
48 horas para las cepas de L. monocytogenes. Tiempos mds prolongados de
incubacién no afectaban al numero de microorganismos recuperados tras el

tratamiento.
3.4.1. Recuento de supervivientes

Los recuentos se efectuaron mediante un contador automatico de colonias

(mod. Protos, Analytical Measuring Systems, Cambridge, Reino Unido), adaptado
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por nuestro grupo de investigacion para el contaje de placas densamente pobladas

(Condon et al., 1996). Todos los estudios se realizaron al menos por duplicado.
3.4.2. Evaluacion del dafio subletal tras los tratamientos de PEAV

Con el fin de cuantificar el numero de células danadas subletalmente tras la
aplicacion del correspondiente tratamiento de PEAV, ademdas de recuperar los
microorganismos en TSA+EL (medio no selectivo), 0,1 mL de las correspondientes
diluciones decimales se sembraban en masa en placas de Petri a las que se les
adicionaba TSA+EL suplementado con la concentracion médxima no inhibitoria de
NaCl (TSA+YE+NaCl, medio selectivo) establecida para cada una de las cepas
microbianas utilizadas en esta Tesis Doctoral (Tabla 3.5). Tras la siembra, los
microorganismos se incubaron a 37 + 1°C durante 48 horas para todas las cepas de E.
coli, Salmonella Typhimurium y S. aureus, y durante 72 horas para las cepas de L.
monocytogenes. Tiempos mas prolongados de incubacion no afectaban al numero de
microorganismos recuperados tras el tratamiento. La existencia de una poblacion
microbiana dafiada subletalmente tras los tratamientos se determiné a partir de la
diferencia entre los microroganismos recuperados en el medio no selectivo y

selectivo (Figura 3.15).

Logy fraccion supervivientes
7

Tiempo de tratamiento

Figura 3.15. Ejemplo de graficas de supervivencia obtenidas mediante la recuperacion de los
microorganismos en un medio no selectivo (linea continua) y en medio selectivo (linea discontinua).
La zona oscura corresponde con la poblacion que ha sido inactivada tras el tratamiento de PEAV y la

zona clara con la poblacion que ha sufrido dafio subletal.
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Tabla 3.5. Concentracién maxima no inhibitoria (CMNI, %) de NaCl establecida para cada una de las

cepas utilizadas en ésta Tesis Doctoral.

Microorganismo CMNI Microorganismo CMNI
E. coli471 4% L. monocytogenes 5366 3%
E. coliW3110 4% L. monocytogenes 4031 4%
E. coli O157:H7 3% L. monocytogenes 5672 5%
E. coli BJ4 4% L. monocytogenes 4032 6%
E. coli BJAL1 4% L. monocytogenes 932 6%
Salmonella Typhimurium 443 3% S. aureus 976 7%
Salmonella Typhimurium 722 5% S. aureus 4465 10%
Salmonella Typhimurium 880 4% S. aureus 4630 13%
Salmonella Typhimurium 878 3% S. aureus 4459 11%

Salmonella Typhimurium 4594 3% S. aureus 4466 11%
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3.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

3.5.1. DESARROLLO DE MODELOS MATEMATICOS DE INACTIVACION
MICROBIANA POR PEAV

A partir de los datos obtenidos para un determinado tratamiento de PEAYV, se
elaboraron las correspondientes graficas de supervivencia representando el logaritmo
decimal de la fraccion de supervivientes (numero de supervivientes a lo largo del

tratamiento dividido por la concentracion inicial) frente al tiempo.

Con objeto de estudiar la cinética de inactivacion de los microorganismos
seleccionados en funcion de las condiciones de tratamiento, las curvas de
supervivencia obtenidas fueron descritas matematicamente mediante un modelo
basado en la distribucion de Weibull (Mafart et al. (2002). Este modelo asume la
existencia de una distribucion de resistencias en la poblacion microbiana (modelo
primario). En este caso, se considera que la resistencia sigue una distribucion de
probabilidad de Weibull (Weibull, 1951). Las graficas de supervivencia ajustadas

con dicho modelo se describen mediante la siguiente ecuacién matematica:

(Ec. 3.1)

Log,,S(t) = _(éjp

donde S(?) es la fraccion de supervivientes obtenida tras la aplicacion de un tiempo
de tratamiento ¢ expresado en ps; 0 y p son los pardmetros del modelo. El pardmetro
0, llamado parametro de escala, es el tiempo necesario para inactivar el primer ciclo
logaritmico decimal de la poblacion microbiana. Por su parte, el pardmetro p, o
parametro de forma, hace referencia al perfil que presenta la grafica de
supervivencia. Si p es igual a 1, la grafica de supervivencia es lineal; si es mayor a 1,
es convexa; y si es menor a 1, se considera concava. Los valores 0 y p de
determinaron utilizando el ajuste por minimos cuadrados mediante la funcion Solver

del programa Excel XP (Microsoft Corporation, Seattle, Washington DF, EE.UU.) o
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con el programa GraphPad PRISM® (GraphPad Software, San Diego, California,
EE.UU.).

Con objeto de estudiar la relacion existente entre los parametros del modelo y
la intensidad del campo eléctrico para cada microorganismo y medio de tratamiento
estudiado (modelos secundarios), se utilizaron modelos polinomiales de superficie
respuesta mediante regresion multiple utilizando el programa Statgraphics Plus 5.1
(Statistical Graphics Corporation, EE.UU.). Se aplic6 el procedimiento de regresion
paso a paso hacia atras, que elimind del modelo aquellos pardmetros que no eran
estadisticamente significativos (P>0,05) mediante un analisis de varianza (Ng y

Schaffner, 1997).

Finalmente, incluyendo los modelos secundarios en los modelos primarios, se
obtuvieron los correspondientes modelos terciarios o finales para cada

microorganismo y medio de tratamiento estudiados.

Para determinar la calidad de los ajustes, se calculd el coeficiente de
determinacién (R?) y la raiz del error cuadratico medio (RECM), asi como el factor

de sesgo (By) y de exactitud (4,) (Baranyi et al., 1999):

(Ec. 3.2) n, (Ec. 3.3)
o ;(y,» -9)
>, -3)
i=1
(Ec. 3.4) m(j—]
Bf =e "

donde J; es el valor estimado por el modelo; y es la media de los valores observados;

y; es el valor observado; n es el nimero total de observaciones.
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Mientras que el R’ (Ec. 3.2) informa sobre la proporcion de la variabilidad
total que explica el modelo elegido, el RECM (Ec. 3.3) puede considerarse como el
promedio de la discrepancia entre los valores observados y los estimados por el
modelo. Un valor de 0 para el RECM indica que existe un perfecto acuerdo entre los

valores observados y los estimados con el modelo.

El factor de sesgo (By) (Ec. 3.4) indica el grado en el que el modelo
sobreestima (B/>1) o subestima (B/<1) los datos observados. Un valor de Byigual a 1
indica que existe un perfecto acuerdo entre los valores estimados y los obtenidos

experimentalmente.

El factor de precision (4y) (Ec. 3.5) indica la exactitud media de los valores
estimados. Un valor 4, igual a 1 indica que existe un perfecto acuerdo entre los
valores predichos y los obtenidos experimentalmente. Cuanto mas alejado de 1 se
encuentre el valor A; en mayor medida diferirdn las predicciones de los datos

observados.
3.5.2. DISENO EXPERIMENTAL

Con objeto de investigar los efectos y las interacciones de la temperatura y
pH del medio de tratamiento, asi como la concentracion de nisina en la inactivacion
microbiana por un tratamiento PEAV de 30 kV/cm y 99 us, se aplicé un disefio
experimental de composicion central con tres factores (Figura 3.16). Las variables
independientes fueron la temperatura, que variaba de 4 a 50°C, el pH investigado, en
un rango de 3,5 a 7,0, y la concentracion de nisina, entre 0 y 200 ug/mL. Se
obtuvieron varias réplicas del punto central para estimar la varianza debida al
procedimiento experimental y al azar. El resto de experimentos se repitieron dos
veces para cada combinacion, y se llevaron a cabo en un orden aleatorio para evitar

cualquier posible efecto debido a las condiciones experimentales utilizadas.
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Figura 3.16. Representacion general de la combinacion de factores estudiados en el disefio
experimental de composicion central. X;, X, y X; son las variables consideradas en el disefio. EI 0

corresponde con el valor medio y -1 y 1 con los valores extremos para el rango de estudio de X,,.

Para determinar la influencia de cada uno de los factores (temperatura, pH y
concentracion de nisina) en la inactivacion microbiana por PEAV, los resultados
obtenidos fueron analizados mediante regresion multiple aplicando el método de
superficie de respuesta. Los resultados se ajustaron a un modelo cuadratico que
consideraba la influencia de cada factor individualmente, temperatura (X;), pH (X2) y
concentracion de nisina (X3), sus interacciones (X;-X> X;X; y X>-X3) y su efecto

cuadratico (X, 12 , X 22 y X 32 ) en la respuesta a modelizar:

(Ec. 3.6) Y= Bo+p1 X1+ f2Xo+ B3 Xat+ B (X1 x X))t s (X1 x X3)+ S
(XzXX3)+ﬂ1X12+ ﬂ2X22+ ﬂ3X32

donde Y es la variable respuesta (ciclos logaritmicos de inactivacion microbiana) y S,

es el coeficiente correspondiente a cada variable.
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Se aplico el procedimiento de regresion paso a paso hacia atras, eliminando del
modelo aquellos pardmetros que no eran estadisticamente significativos (P>0,05)

mediante un analisis de varianza.

3.5.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos (calculo de los parametros R, RECM, factor Bry A4y,
el célculo de los intervalos de confianza para el 95% y los andlisis de varianza -
p=0,05), asi como los ajustes de los modelos, fueron llevados a cabo con los
programas informaticos Excel XP (Microsoft Corporation, Seattle, Washington DF,
EE.UU.), y GraphPad PRISM® (GraphPad Software, San Diego, California,
EE.UU.). El disefio de composicion central, el ajuste del modelo obtenido a partir de
este disefio, la estimaciéon de los coeficientes y la evaluacion del nivel de
significancia del modelo se llevaron a cabo mediante el software Design-Expert 6.0.6

(Stat-Ease Inc, Minneapolis, EE.UU.).
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The effect of pulsed electric fields (PEF) on the reduction of the population and on the occurrence of sublethal injury
in five strains of two Gram-positive (Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus) and two Gram-negative
(Escherichia coli and Salmonella Typhimurium) microorganisms was investigated in media of pH 4.0 and 7.0.
Samples were subjected to 50 exponential waveform pulses of 15, 20, 25 and 30 kV/cm at a repetition rate of 1 Hz.
PEF resistance and occurrence of sublethal injury depended on the electric field strength and pH of the treatment
medium and varied widely among the 20 strains investigated. In general, the increment of the electric field strength
from 20 to 30 kV/cm had a significant effect on the viability loss of all the strains. However this increment hardly
affected the viability of E. cofi W3110 and 0157:H7 in the medium of pH 4.0 and of L. monocytogenes 4031, 5672 and
4032 in the medium of pH 7.0. At 30 kV/cm a population reduction higher than 4-Log;, cycles was observed in two
strains of S. Typhimurium (878, 4594} and in three strains of S. aureus (976, 4465, 4466} in the medium of pH4.0.1n
the medium of pH 7.0, this level of reduction was observed in two strains of E. coli (471, BJ4L1), in three strains of S.
Typhimurium (443, 880, 722} and in three strains of S. aureus (976, 4465, 4466).
In general, important sublethal injury was not observed for the strains of the two-Gram positive microorganisms
in the media of pH 4.0 and 7.0 and for the strains of S. Typhimurium treated in the media of pH 7.0. For E. coli
sublethal injury was detected for all the strains investigated, except the strain BJ4L1 treated at 30 kV/cm in the
medium of pH 7.0.
Industrial relevance. The identification of the most PEF resistant microorganisms of public health concern is
necessary to establish the treatment conditions for PEF pasteurization. Data obtained in this investigation
demonstrates that the PEF resistance and the occurrence of sublethal injury may vary greatly among different
strains of a bacteria and both depend on the pH of the treatment medium. Therefore the most resistant
microorganisms of public health significance can be expected to vary for different foods depending of their pH.
© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction resistant to PEF treatments, the main applications of this technology

for food preservation must be focussed on pasteurization {Pagdn,

Traditional thermal processing ensures safety and extends the shelf
life of foods but can lead to detrimental changes in the organoleptic
and nutritional properties of the products. The application of non-
thermal processes for food preservation is a technological response to
the undesirable changes induced by thermal processing in food
(Arnoldi, 2002; Devlieghere, Vermeiren, & Debevere, 2004). One of
these technologies gaining interest for the food industry is pulsed
electric fields (PEF). It has been widely demonstrated that the
application of pulses of high voltage and short duration (ps) induces
the disruption of microbial cell membranes and causes the inactivation
of microorganisms (Rasc & Heinz, 2006). PEF is an effective treatment
for inactivating vegetative cells of bacteria and yeast (Wouters, Alvarez,
& Raso, 2001; Alvarez, Conddn, & Raso, 2006). As bacterial spores are

* Corresponding author. +Tel.: 34 976 76 26 75; fax: +34 976 76 15 90.
E-mail address: jraso@unizares (J. Raso).

1466-8564/$ - see front matter © 2008 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.ifset.2008.11.003

Esplugas, Gongora-Nieto, Barbosa-Canovas, & Swanson, 1998; Pol,
Mastwijk, Slump, Popa, & Smid, 2001). The ohjective of pasteurization
is to minimize any possible health hazards arising from pathogenic
microorganisms to a level that is notlikely to represent a public health
risk under normal conditions of distribution and storage.

In order to establish the treatment conditions for PEF food
pasteurization, it is necessary to identify the most PEF resistant
microorganisms of public health concern in the food.

The identification of the microorganisms of concern depends
mainly on the microbial intrinsic PEF resistance and on the influence
of the food matrix on the microbial PEF resistance. It is well known
that species of food-borne pathogens contain strains that can differ in
their tolerance to an applied inactivation technology {Rodriguez-
Calleja, Cebridn, Conddn, & Maifias, 2006). It has been demonstrated
that different strains or serovars of pathogens vary in their thermal,
pressure or irradiation tolerance (Benito, Ventoura, Casadei, Robinson,
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& Mackey, 1999; Stringer, George, & Peck, 2000; Linton, McClements, &
Patterson, 2001; Sherry, Patterson, & Madden, 2004, Whitney,
Williams, FEifert, Marcy, 2007). However limited information is
available on variation in resistance to PEF among strains of the same
microorganisms and the PEF resistance of strains of different
microorganisms has not been compared (Lado & Yousef, 2003;
Somolinos, Garcia, Mafias, Conddn, & Pagan, 2008).

Published research on the influence of the characteristics of the
food matrix on the microbial resistance to PEF indicates that it
considerably varies within the pH range of the treatment medium
{Garcia, Gomez, Raso, & Pagan, 2005). Since microbial resistance to
PEF may largely vary according to the pH of the treatment medium,
studies to identify the strains of public health concern for PEF
pasteurization should consider the influence of this factor. However
the influence of the pH has not been investigated in published studies
that compare the tolerance of different strains of a microorganism to
PEF treatments (Lado & Yousef, 2003; Somolinos et al., 2008)

Microbial cells surviving PEF treatments also became sublethally
injured and develop sensitivity to physical or chemical environments to
which normal cells were resistant (Garcia, Hassani, Mafias, Conddn, &
Pagdn, 2005). The pH of the treatment medium influences microbial PEF
resistance but also it has been demonstrated that occurrence of sublethal
injury after PEF treatment depends on the pH of the treatment medium
{Garcla, Gémez, Mafias, et al, 2005). The existence of sublethal injury
after the application of a given stress is important from two point views
(Mackey, 2000). As the injured cell may return to its initial native state by
repairing the cellular damage under suitable conditions, the existence of
sublethally injured microorganisms may overestimate the effectiveness
of the treatment and, as consequence, the margin of safety achieved. On
the other hand, sublethal injured cells are more sensitive to stress
conditions after the treatment and the success of a combined preserva-
tion system is correlated with the degree of sublethal injury caused.

In this study, the PEF resistance and the occurrence of sublethal
injury after PEF treatments in five strains of two Gram-positive
{Listeria monocytogenes and Staphyoecoccus aureus) and two Gram-
negative (Escherichia coli and Sabmonella Typhimurium) bacteria in
media of different pH have been investigated. The goal of this
investigation is to identify target strains of interest to establish
treatment conditions for PEF pasteurization of foods.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains

The strain of E. coli (STCC 471), the strains of L. monocytogenes (STCC
5366, STCC 4031, STCC 5672, STCC 4032, STCCY32), S. aureus (STCC 976,
STCC 4465, STCC 4630, STCC 4459, STCC 4466) and S. Typhimurium
(STCC 443, STCC 722, STCC 880, STCC 878, STCC 4594) were supplied by
the Spanish Type Culture Collection. The other strains of E. coli: W3110
{ATCC 27325), 0157:H7, BJ4 and BJ4L1 (Krogfelt, Hjulgaard, Sorensen,
Cohen, & Givskow, 2000) were kindly provided by Dr Mackey.

2.2, Culture preparation

Cultures were prepared by inoculating 5 mL tryptic soy broth
{Biolife, Milan Italy) plus 0.6% (w/v) of yeast extract (TSBYE) (Biolife)
with a single colony and incubated for 18 h at 37 "C. With this
subculture, flask containing 50 mL of prewarmed TSBYE were
inoculated to a final concentration of approximately 10° CFU/mL and
incubated at 37 °C. Over the incubation time the number of
microorganisms along incubation time were enumerated by removing
1-mLaliquots from the broth and serially diluting using peptone water
{0,1% wiv) and pour plating 100 pL onto tryptic soy agar (Biolife, Milan
Italy) plus 0.6% yeast extract (wfv) (Biolife) (TSAYE). Plates were
incubated at 37 °C for 48 h before counting. Growth curves of all the
strains were completed to determine the time required for each

culture to reach stationary phase. No important differences were
found between the growth curves of the strains of each microorgan-
ism. The times to reach the stationary phase of growth were 12 h for
the strains of E. coli and S. aureus, 15 h for the strains of S
Typhimurium and 24 h for the strains of [. monocytogenes. All
experiments were conducted with cells at the stationary phase of
growth because it has been reported that cells in this phase of growth
are more resistant to PEF (Cebridn, Sagarzazu, Pagin, Conddn, &
Mafias, 2007).

2.3. PEF equipment

High electric field pulses were generated by discharging a set of 10
capacitors of 6800 pF) {Behlke, C-20C682, Kronberg, Germany) via a
thyristor switch (Behlke, HTS 160- 500SCR) (Heinz, Toepfl, Knorr,
2003). A high voltage dc power supply (FUG, HCK 2500 M 35000,
Rosenhein, Germany) was used for charging the set of capacitors. A
function generator (Tektronix, AFG 320, Wilsonville, OR, USA)
delivered the on-time signal to the switch. A cylindrical plastic tube
closed with two polished stainless steel electrodes was used as batch
treatment chamber. The distance between electrodes was 0.25 cm,
and the electrode area was 2.01 cm>.

The circuit configuration generated exponential waveform pulses
at different frequencies (1-60 Hz), pulse widths and electric field
strengths (1-40 kV/cm) {Garcia, Gomez, Raso, et al,, 2005). The actual
electric field strength and electrical intensity applied were measured
in the treatment chamber by means of a high voltage probe
{Tektronix, P6015A, Wilsonville, Oregdn, EE.UU) and a current probe
{Stangenes Industries Inc. Palo Alto, California, EE.UU), connected to
an oscilloscope (Tektronix, TDS 3012B). In all experiments, the
temperature was kept under 35 °C. The temperature of the treatment
medium was measured as previously described (Raso, Alvarez,
Conddn, & Sala, 2000).

2.4. PEF treatments

Before treatment, bacterial cultures were centrifuged at 6000 xg
for 5 min at 4 °C and re-suspended in citrate-phosphate Mcllvaine
buffer of pH 4.0 or 7.0 and electrical conductivity of 2+0.1 mSfcm.
Next, 0.5 mL of the microbial suspensions, at a concentration of
approximately 10° CFU/mL, were placed in the batch treatment
chamber by means of a sterile syringe, as it has been previously
described (Raso et al., 2000). Samples were subjected to 50
exponential waveform pulses of 20 kVjcm (1.7 KJ/Kg), 25 kV/cm
{2.7 kJ/Kg) and 30 kV/cm (3.6 k]/Kg) at a repetition rate of 1 Hz.

2.5. Enumeration of viable and injured cells

PEF treated and control cell suspensions were serially diluted in
0.1% sterile peptone solution. The non-selective agar medium used for
enumeration of viable cells of all the strains was TSAYE. TSAYE was
supplemented with NaCl {TSAYE + NaCl) to determine the optimal salt
level to enumerate injured cells (Garcia, Gémez, Conddn, Raso, &
Pagan, 2003). Concentrations used to detect sublethal injury corre-
spond to the highest NaCl concentrations that did not affect the
growth of untreated cells. Accordingly, the media used for enumerat-
ing injured cells were TSAYE supplemented with: 3% NaCl for £. coli
0157:H7, L monocytogenes 5366, S. Typhimurium 878, 443, 4594 and
722; 4% for E. coli 471, B4 and BJ4L1, L. monocytogenes 15313,
S. Typhimurium 880; 5% for E. coli 416, L. monocytogenes 5672 and
932; 6% L. monocytogenes 4032; 7% for S. aureus 976; 10% for S. aureus
4465; 11% for S. aureus 4459 and 4466; 13% for S. aureus 4630.

From the selected dilutions, 0.1 mL was pour plated into non-
selective and selective agar media plates corresponding for each
strain. Plates were incubated at 37 °C for 48 h to detect viable cells and
for 72 to 96 h to detect injured cells. Colonies were counted with an
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improved image analyser automatic counter (Protos, Analytical
Measuring Systems, Cambridge, UK) as previously described (Conddn,
Palop, Raso, & Sala, 1996). The difference between the viable (CFU in
TSAYE) and non-injured cells (CFU in TSAYE + NaCl) corresponds to the
injured survivors. Each experiment, was performed twice on separate
days and the average results are presented.

3. Results and discussion

The inactivation data for the Gram-negative and Gram-positive
strains of the microorganisms investigated in the media of pH 4.0 and
7 are given in the Table 1. For each pH the first column corresponds to
the viability loss when microorganisms were recovered in a non-
selective medium and the second column when they were recovered
in a selective medium. Despite that many studies have been conducted
on microbial inactivation by PEF the broad experimental conditions,
the diversity of apparatus and the different strains used in different
laboratories limit the conclusion on the most resistant microorgan-
isms to PEF (Wouters et al, 2001, Alvarez et al., 2006). In this
investigation, results showed in Table 1 are directly comparable
because they have been obtained in the same laboratory under the
same experimental conditions.

PEF resistances of the strains investigated depended on the electric
field strength and pH of the treatment medium and varied widely
among the 20 strains tested. In general, increasing the electric field
strength from 20 to 30 kV/cm had a significant effect on the viability
loss of all the strains treated in both treatment media {p<0.05).
However in the medium of pH 4.0 this increment on the electric field
strength hardly affected the viability of E. coli W3110 and O157:H7
strains. A similar pattern was observed for the L. monocytogenes 4031,
5672, 4032 strains in the medium of pH 7.0. Even at the highest
electric field investigated (30 kV/cm), the inactivation observed in
these strains of E coli and L. monocyiogenes was less than 1-Logyg
cycle.

At 30 kv/cm a reduction in population higher than 4-Logyg cycles
was observed in two strains of S. Typhimurium (878, 4594) and three
strains of S. aureus {976, 4465, 4466) in the medium of pH 4.0. In the
medium of pH 7.0 this level of reduction was observed in two strains of
E. coli (471, BJ4L1) in three strains of Salimonella (443, §80,722) and in
three strains of S. aureus (976, 4465, 4466).

Table 1

In general, the influence of the pH on the PEF resistance of the
strains investigated did not depend on the intensity of the electric
field strength applied but depended on the bacterial specie. The
strains of E. coli were more PEF resistant at pH 4.0 than at pH 7.0. For
example at 30 kV/cm the reduction in population of the E. coli strains
W3110 and 0157:H7 was less that 0.6-Logyp cycles in the medium of
pH 4.0 and 2.3 and 1.6-Logyp cycles respectively in the medium of pH
7.0. S, Typhmurium strains also were more PEF sensitive at neutral pH
but the influence of the pH was not as remarkable as for E coli strains.
The five strains of L. monocytogenes were more PEF resistant in the
media of pH 7.0 than in the media of pH 4.0. The resistance of the five
strains of S. aureus, except for the strain 4630 treated at 20 and 25 kv,
was very similar in both media at all the electric fields investigated.

These results are consistent with published studies on the
influence of pH on microbial inactivation by PEE It has been reported
that a variation of the pH of the treatment medium can increase,
reduce or not modify the microbial sensitivity to PEF (Heinz & Knorr,
2000; Alvarez, Raso, Sala, & Condén, 2002; Alvarez, Raso, Sala, &
Conddn, 2003; Aronsson & Ronner, 2001; Garcia, Gdmez, Raso, et al.,
2005). For example, Garcia et al. (2005) comparing the PEF resistance
of four species of Gram-positive bacteria and four species of Gram-
negative bacteria reported that Bacillus subtilis var. niger, Lactobacillus
plantarum and L. monocytogenes showed higher resistance at pH 7.0
than at pH 4.0 but S. aureus showed a similar PEF resistance at both
pH. On the other hand, the four Gram-negative bacteria investigated
(E. coli, E. coli O157:H7, Salmonella Senftenberg and Yersinia enter-
ocolitica) were more PEF resistant at pH 4.0 than at pH 7.0.

In this study we have observed that the influence of the pH on PEF
sensitivity depended on the specie of bacteria investigated and that
this influence is similar between different strains of the same specie.

Results obtained by plating the microorganisms in a non selective
media correspond with the procedure used in this investigation to
recover the greatest number of cells. This resuscitation of the
microorganisms after the PEF treatment in presence of an appropriate
substrate and recovery environmental conditions results in cells with
their original capabilities and resistances and does not overestimate
the effectiveness of the treatment. In this study, it has also been
investigated if the PEF treatment caused sublethal injury on the
strains investigated depending on the treatment intensity and pH of
the treatment medium by resuscitating the microorganisms after PEF

Viability loss and occurrence of sublethal injury of the twenty strains investigated after PEF treatments of different intensities

20 K¥fcm (85 kJ/Kg)

25 kV/em (135 kI/Kg)

30 kvjem (180 KJ/Kg)

pH 4 pH 7 pH 4 pH 7 pH 4 pH 7
NS 5 NS 5 NS § NS § NS § NS S
E coli 471 0.2+C.1 1301 2.0+03 35+05 0.3+0.2 3.0+0.2 3301 3.38+04 12402 41+0.1 46+0.1 5.2.204
E. coli W3110 C.1+0.1 C.6+0.1 0.4+0.1 24+0.1 0.2+0.1 11+0.1 0.8.+0.1 38+04 C1+0.1 26+05 2303 41+0.1
E. coli 157:H7 0.2+0.1 0.5+0.1 11+01 23+0.1 0.3+0.1 0.8+0.3 13.+0.1 31+03 0.5+0.1 15+0.2 17+0.1 42+0.1
E. coli BJ4 0.7+0.2 12+0.2 1801 2.5+0.1 12+02 2.820.1 2.740.2 3.2+0.6 15+0.1 45404 3.6+03 45+0.2
E. coli BJ4L1 0.9+0.1 2.7+01 2.8+0.2 3.3+0.1 14+0.1 3.7+0.2 2.9+0.2 33+0.1 2.9+0.2 45+0.2 4.7+0.5 4.7+0.2
Salmonelia 443 15+01 32+0.2 2.9+03 3.1+02 23+0.2 31105 3402 34+0.2 3.2x0.2 40201 42+0.2 43+0.2
Salmonelia 880 0.5+03 16+0.1 2.5+0.1 2.6+0.2 2.6+03 2.740.2 3.0+0.1 3.1+05 3.8+0.1 3.9+0.1 41+0.1 43+0.1
Salmonelia 722 1.7+0.2 2.8+0.2 2.9+05 34401 2.1+0.1 3.6+0.2 4.3+0.2 44+0.2 3.0+0.1 3.9+0.2 44+0.2 44+0.2
Salmenella 878 2.5+04 3704 13202 1.6+03 32+01 42+01 2804 2803 42+0.2 41+0.2 3.6+0.1 3.9+04
Salmonelia 4554 13+0.2 18+0.2 3.4+03 36+0.2 24+0.2 2.9+03 31+0.2 33+0.2 41+0.1 4.4+0.1 35+0.3 4.0+0.2
L monocytogenes 5366 14+0.2 15+0.2 0.2+0.1 03+0.2 23+0.2 2.6+05 0.5+0.2 0.5+04 34102 3.6+05 11+0.2 1.2+0.2
L monocytogenes 4031 0.9+0.2 17+03 0.2101 0.3+0.1 12+02 2.8+03 03101 0.3+0.3 3201 38102 C.4+0.1 0.5:0.1
L monocytogenes 5672 0.3+03 04+0.3 0.2+03 0.2+0.1 0.6+03 0.8+0.2 0.5+0.3 0.4+0.2 15403 1.9+03 C.6+0.3 0.5+0.3
L monecytogenes 4032 1L0+0.1 12+0.1 0.2+0.2 03+0.2 1.9+0.2 24+0.2 04+0.2 03+0.2 3.6+0.2 3.6+04 0.8 +0.2 1.2+0.2
L monocytogenes 832 1.5+C4 17+04 0.320.2 0.3+0.2 2.0+04 2.5+06 0.6+0.2 1.0+04 3301 38202 1301 1.8+03
S. aureus 976 2.6+0.1 2.7+0.2 2.740.2 2.5+0.2 33+0.1 31402 35+05 2.8+0.2 4.3+0.6 45+0.2 45+0.1 43+0.2
S aureus 4465 17+0.2 2003 21+01 2302 3.0+03 2.8+05 2801 2.8+0.1 48+0.6 46+0.2 4.4+0.5 4505
S. aureus 463¢ 14+03 1401 0.1x0.2 0.9+03 2.5+0.2 2.5%0.2 1002 26x03 3402 34103 2.7x0.2 3.4+0.2
S aureus 4458 0.8+0.2 0.8+0.4 0.6+03 0.8+0.1 2.6+0.2 2.6+03 2.0+03 2.1+0.2 3.8+0.3 3.8+04 2.7+0.1 3.8+03
S aureus 4466 3.0+01 27+0.2 31+0.2 32+01 38+0.2 43402 4.0+0.2 38+0.1 45+0.2 42+0.2 4102 43+0.2

NS: Logyg cycles of inactivation in microorganisms recovered in a non-selective medium (TSAYE).
S: Logyg cycles of inactivation in microorganisms recovered in a selective medium (TSAYE+ NaCl).
Number of pulses: 50. Energy per pulse: 20 kVjem (1.7 kJ/Kg), 25 kV/cm (2.7 kJ/Kg) and 30 kV/cm (3.6 k]/Kg).
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treatment in a selective medium. The difference between the Logp
cycles of inactivation calculated in the non-selective and selective
media was used to detect the occurrence of sublethal injury after PEF
treatments.

For E. coli, sublethal injury was detected for all the strains treated at
the three electric field strengths in both treatment media, except for
the BJ4LI strain treated at 30 kV/cm in the medium of pH 7.0. The
reduction in the population when the E coli cells were recovered in the
selective mediumwas up to 3-Log,y cycles higher than when they were
recovered in the non-selective medium. Insignificant sublethal injury
was observed for the S. Typhimurium strains treated by PEF in the
media of pH 7.0. In the medium of pH 4.0 sublethal injury wasobserved
when the Salmonella cells were treated at 20, 25 and 30 kV/cm except
for the strain 880. Under these treatment conditions, the inactivation
in the selective medium was between 0.5 and 1.5-Logyp cycles higher
thanin the non-selective one. At 30 kV/cm, in the medium of pH 4.0 the
sublethal injury tended to disappear and only a slightly higher
inactivation of less than 1-Log;p cycle was observed in the selective
media for the strains 443, 722. In general, for the strains of the two
Gram-positive microorganisms investigated, . monocytogenes and
S. aureus, sublethal injury was not observed for the most of the strains
investigated. In the medium of pH 4.0 sublethal injury was
only detected for the L. monocytogenes 4031 strain treated at 20 and
25 kV/cm and in the medium of pH 7.0 it was only detected sublethal
injury for the S. aureus 4630 strain at the three electric fields investigated.

In order to show the variability between the PEF resistance of the
five strains of each microorganism and to identify the most resistant
and most sensitive strains data corresponding to microbial inactiva-
tion at 30 kV/cm in media of pH 4.0 and 7.0 were plotted in a column
scatter graph (Fig. 1). Each point of the graph corresponds to the Logp
cycles of inactivation reached for each strain. The horizontal lines
correspond to the mean value of the Logyp cycles of inactivation of the
5 strains of each microorganism.

PEF resistance varied widely among the strains of £. coli tested in
both treatment medium being the resistance of each strain higher at
low pH. In the medium of pH 4.0 the number of cells of the most
sensitive strain was reduced by around 3-Logy cycles, while
population of the most resistant strain was not affected by the
treatment at 30 kV/cm. In the medium of pH 7.0, the population of the

most resistant strain was reduced by 1.7-Logp cycles and of the most
sensitive strain was reduced 4.7-Log, cycles. Independently of the pH
of the treatment medium E. coli W3110 and 0157:H7 were the most
resistant strains and £. coli BJ4L1 was the most sensitive one. This last
strain is a rpoS null mutant that lacks the stationary phase sigma
factor (rpoS) that acts activating the expression of many genes, some
of which are considered responsible for the generalized increases in
stress resistance upon entry into stationary phase of growth (Huiss-
man, Siegele, Zambrano, & Kolter, 1996; Krogfelt et al., 2000). It has
been proved that the lack of this factor decreased the resistance of
E. coli to PEF and high hydrostatic pressure {Robey et al., 2001).

A PFEF treatment of 30 kV/cm was very effective in reducing the
populations of S. Typhimurium strains in both treatment media and the
variability on PEF resistance among the strains of these microorganisms,
was lower than among the strains of the other Gram-negative
microorganism investigated, E coli. The PEF treatment at 30 kV/cm
inactivated between 3 and 4-Log cycles the population of the 5 strains
of S. Typhimurium in the medium of pH 4.0. At this pH, the strains of S.
Typhimurium were much more PEF sensitive than the strains of E. coli.
The number of cells of the most resistant strain (722) was reduced by 3-
Logyp cycles that corresponded with the reduction of the most sensitive
strain of E. coli. Overall the pH of the treatment medium barely affected
the PEF resistance of S. Typhimurium. In the medium of pH 7.0 the level of
inactivation reached was between 3 and 4-Log, cycles. It is interesting to
note that the more resistant strains at low pH are not necessarily those
most sensitive at neutral pH. The most resistant strains ofS. Typhimurium
tested at pH 4.0, 443 and 722, were the most sensitive at pH 7.0.

The PEF resistance of 4 of the 5 strains of L. monocytogenes was
similar at pH 4.0. The treatment applied reduced the population
between 3 and 3.5-Logp cycles for all strains except for the strain 5672
that was much more resistant and showed an inactivation of around
1-Logyp cycle. The differences between the PEF resistance at 30 kVjcm
of the L. monocytegenes strains in the medium of pH 7.0 were very low.
This could be attributed to the fact that this electric field strength was
not very effective against L. monocytogenes at pH 7.0. None of the
strains showed a reduction greater than 1.5-Logy cycles.

S. aureus strains varied widely in their response to PEF treatments
at 30 kV/cm in both treatment media. While in the acidic medium the
inactivation of the S. aureus strains ranged from 3.5 to 5-Logy, cycles,
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Fig. 1. Comparison of the PEF resistance (30 kV/cm, 50 pulses) of the strains investigated in mediaof pH 4.0 (closed symbols) and pH 7.0 (open symbols). E. c.: Escherichia coli{m; ) S.T.:
Satmonella Typimurium (4&; A) L m.: Listeria monocytogenes (@, O); S. a.: Staphylococcus gureus (0,0).
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in the neutral medium it ranged from 2.5 to 4.5-Logyp cycles. For this
microorganism the most resistant (4465) and most sensitive (4630)
strains at pH 4.0 were the most resistant and sensitive ones at pH 7.0.

PEF treatment at 30 kV/cm had much greater effect on S. aureus
than on L. monocytogenes. For example, in the medium of pH 4.0, the
strain of S. aureus with the smaller inactivation was 4630, with around
3.5-Log;p cycles, similar as the inactivation of the most sensitive strain
of L. meonocytogenes.

In order to show variability on the occurrence of sublethal injury
between the five strains of each microorganism data corresponding to
the difference between the non-injury cells (recovered in selective
media) and viable cells (recovered in the non-selective medium) after
the treatment at 30 kV/cm in media of pH 4.0 and 7.0 were plottedin a
column scatter graph (Fig. 2A and B).
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The proportion of sublethal injured cells of the strains of S.
Typhimurium, L. monocytogenes and S. aureus after the treatment at
30 kV/cm was low being the difference between the non-injured and
viable cells lesser than 1-Logy, cycle. However for E coli, an important
proportion of sublethal injured cells was observed for the 5 strains treated
in the medium of pH 4.0 and for the strains 0157:H7 and W3110 treated in
the medium of pH 7.0. It is remarkable to note that the strain O157:H7,
that showed the highest level of injury when the cells were treated at pH
7.0 was the E. coli strain that showed the lowest level of injury when
treated at pH 4.0. On the other hand, the level of injury observed in the
strain W3110, one of the most PEF resistant strain, was higher than two
Logyp cycles. This occurrence of sublethal injury opens the possibility of
increasing cell death of this PEF-resistant strain by combining PEF with
other preservation factors (Raso & Barbosa-Canovas, 2003).
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Fig. 2. Occurrence of sublethal injury after a PEF treatment (30 kVfcm, 50 pulses) of the strains investigated in media of pH 4.0 (A) and pH 7.0 (B). Microorganisms recovered in TSAYE
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The mechanism of inactivation of microorganisms by PEF is not
clearly understood but almost always includes perturbation of the cell
membrane and loss of the cell membrane function (Heinz, Alvarez,
Angersbach, & Knorr, 2001; Pagin & Mafias, 2006; Garcia, Mafias,
Gomez, Raso, & Pagin, 2006). Therefore differences in membrane
composition and the ability of repairing the damaged membrane may
influence the PEF resistance of different strains of a bacterial specie, the
effect of the pH of the treatment medium on microbial PEF sensitivity
and the occurrence of sublethal injury after the PEF treatments.

In conclusion, data obtained in this investigation demonstrate that
the PEF resistance and the occurrence of sublethal injury of different
strains of a given bacteria specie may vary greatly and both they
depend on the electric field strength and the pH of the treatment
medium. Comparing the PEF resistance of the 20 strains investigated,
it is interesting to note that the most sensitive strains atlow pH are not
necessarily those most sensitive at neutral pH. This has practical
implications for PEF processing of foods. The most resistant micro-
organisms of public health significance can be expected to vary for
different foods depending on their pH. Further investigations of the
kinetic of inactivation of the most resistant strains and on mechanisms
of inactivation in the most resistant and most sensitive strains of a
specie could contribute to optimize the efficacy of PEF processes by
getting a better understanding on the mechanisms of bacterial
resistance to PEF. According to the results obtained in this investiga-
tion the most PEF resistant microorganism in the medium of pH 4.0
corresponded to the strains of E. coli W3110 and O157:H7, and the
most resistant ones in the medium of pH 7.0 corresponded to the
strains of L monocytogenes 4031 and 5672. These strains should be
taken in consideration when choosing target microorganisms for
modelling microbial PEF inactivation to establish safe optimized
processes that are applicable under a wide range of conditions.
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A study of the effect of pulsed electric fields {PEF) on the kinetics of inactivation and the occurrence of cell
damage in Escherichia coli 0157:H7 and Salmonella Typhimurium 878 treated in Mcllvaine buffer covering a
range from pH 3.5 to 7.0 was conducted. Mathematical equations based on the Weibull distribution were
developed to describe the influence of the electric field strength, treatment time and pH of the treatment

‘ré:v;’;"“’jor“: medium on the lethality and generation of cell damage of both Gram negative pathogenic bacteria after the
£ mliamage application of PEF treatments. E. coli 0157:H7 was more PEF resistant than Salmonelia Typhimurium at all pH
In'nactivation investigated. PEF resistance of E. coli was influenced by the pH but the pH hardly affected the PEF resistance

PEF of Saimoneila Typhimurium 878. After 150 ps at 35 kV/cm, 1 and 5 logyo cycles of inactivation of E. coli 0157:
H7 were observed in the range of pH 3.5-4.5 and 5.5-6.5, respectively. Cell damage increased with the field
strength and treatment time. A maximum cell damage level of 4.2 and 2.7 logy o cycles for E. coli 0157:H7 and
Salmonella Typhimurium was observed respectively after a treatment of 30 kV/cm at pH 3.5. PEF induced cell
damage was not detected at pH higher than 5.0 for both microorganisms. The developed equations can be
applied to design combining processes which can increase the lethality of PEF or to reduce the intensity of
PEF treatments to achieve a determine level of microbial inactivation.
Industrial relevance: This study demonstrates that when the influence of several factors on the microbial
behavior is investigated, the development of mathematical models is a very useful tool to evaluate the
influence of each parameter and their interactions. In this study, it has been mathematically described for
first time the influence of the pH of the treatment medium and the occurrence of sublethal injury in a wide
range of electric field strengths and treatment times in two Gram negative pathogenic bacteria, Escherichia
coli 0157:H7 and Saimoneila Typhimurium 878. These models would also be of interest for engineering
design, evaluation and optimization of PEF process as a new technique for food preservation.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Satmonelia

1. Introduction focussed on pasteurization of liquid foods (Pagin, Esplugas, Gongora-

Nieto, Barbosa-Cinovas, & Swanson, 1998; Pol, Mastwijk, Slump,

In recent years, several technologies that have the capability of
inactivating microorganisms at lower temperatures than the conven-
tional heat treatments have been investigated (Arnoldi et al., 2002;
Devlieghere, Vermeiren, & Debevere, 2004; Lado & Yousef, 2002;
Maiias & Pagdn, 2005). One of these technologies is pulsed electric
fields (PEF) that encompass the discharge of high voltage electric
short pulses through a food (Barbosa-Cinovas, Pierson, Zhang, &
Schaffner, 2001}). It has been demonstrated that these treatments
inactivate vegetative cells of bacteria and yeasts (Wouters, Alvarez, &
Raso, 2001). As bacterial spores are resistant to PEF treatments, the
main applications of this technology for food preservation must be
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Universidad de Zaragoza, Miguel Servet 177, 50.013 Zaragoza, Spain. Tel.: +34 976
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1466-8564/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.ifset.2010.01.003

Popa, & Smid, 2001}

In order to use PEF technology as a pasteurization process, it is
necessary to accumulate knowledge on the critical factors affecting
microbial inactivation of pathogenic bacteria, to describe their PEF
inactivation kinetics and to understand the mechanisms involved on
microbial PEF inactivation (Alvarez, Conddn, & Raso, 2006). Electric
field strength and treatment time are two of the main process
parameters which substantially influence the microbial inactivation
by PEF (Wouters, Alvarez, et al,, 2001). It has been widely described
that PEF lethality increases with the field strength and treatment time
(Alvarez, Pagin, Conddn, & Rasc, 2003; Amiali, Ngadi, Smith, &
Raghavan, 2007; Gémez, Garcia, Alvarez, Raso, & Conddn, 2005
Lebovka & Vorobiev, 2004; Pérez, Aliaga, Bernat, Enguidanos, & Lopez,
2007: Rodrigo, Ruiz, Barbosa-Canovas, Martinez, & Rodrigo, 2003).
Another main parameter determining microbial PEF sensitivity is the
pH of the treatment medium. It is generally assumed that Gram
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positive bacteria are more PEF resistant in neutral media and Gram
negative in acidic conditions (Garcia, Gomez, Martias, Conddn, Raso, &
Pagdn, 2005; Garcla, Gomez, Raso, & Pagdn, 2005). Recently, it has
been reported a variability to PEF among strains of the same
microorganism (Lado & Yousef, 2003; Rodriguez-Calleja, Cebridn,
Conddn, & Mafias, 2006; Somolinos, Garcia, Mafias, Conddn, & Pagan,
2008). Since bacterial resistance to PEF depends on the pH of the
treatment medium, several investigations have been conducted in
order to determine the variability in resistance among distinct strains
in media of different pH (Saldafia et al., 2009; Somolinos et al., 2008}.

Another factor of interest to estimate the effect of PEF on
microorganisms is the occurrence of cell damage after PEF treatments.
Microbial cells surviving PEF treatments also became sublethally
injured and the occurrence of cell damage depends on the field
strength, treatment time and pH of the treatment medium (Garcia,
Gomez, Conddn, Raso, & Pagin, 2003; Garcia, Gémez, Mafias, et al.,
2005; Garcia, Gémez, Mafias, Raso, & Pagin, 2007; Wouters, Bos, &
Ueckert, 2001). However, there is not a systematic study of the in-
fluence on the occurrence of sublethal injury of these parameters in a
wide range of conditions which permit to determine the most suitable
combinations for PEF pasteurization and also to acquire a better
understanding on the mechanisms of bacterial resistance to PEF.

Escherichic coli 0157:H7 and Salmonella enterica serovar Typhi-
murium are well-known foodborne pathogens that frequently cause
foodborne illness outbreaks (Anonymous, 2002; Plym Forshell, &
Wierup, 2006; Vojdani, Beuchat, & Tauxe, 2008; Wheeler et al., 1999).
Products involved in these outbreaks include foods of different pH like
those of low pH, in which these microorganisms can survive for long
periods (Zhao, Doyle, & Besser, 1993}.

In this study it has been investigated the influence of the pH of the
treatment medium and the occurrence of sublethal injury in a wide
range of field strengths and treatment times in Escherichia coli 0157:
H7 and Salmenella Typhimurium 878. A previous screening study
carried out in our laboratory with five strains of different Gram
negative pathogenic bacteria demonstrated that these microor-
ganisms were the most PEF-resistant strains among the tested ones
(Saldafia et al., 2009).

2. Material and methods
2.1. Microorganisms and growth conditions

The strain of Salmonella Typhimurium STCC 878 was supplied by
the Spanish Type Culture Collection. The strain of E. coli 0157:H7 used
in this investigation is a VIEC- (Phage type 34) isolated by Dr.
Chapman (Chapman et al., 1993). Broth subcultures were prepared by
inoculating 5 mL tryptic soy broth (Biolife, Milan Italy} plus 0.6% (w/v)
of yeast extract (Biolife} (TSBYE} with a single colony and incubated
for 18 h at 37 °C. With this subculture, flasks containing 50 mL of
prewarmed TSBYE were inoculated to a final concentration of ap-
proximately 10°CFU/mL. The culture was incubated under agitation at
37 °Cuntil the stationary growth phase was reached, 24 hours (Saldafia
et al, 2009}.

2.2. PEF equipment

PEF equipment used in this investigation was supplied by
ScandiNova (Modulator PG, ScandiNova, Uppsala, Sweden). The
apparatus generates square waveform pulses of a width of 3 ps with
a frequency up to 300 Hz. The maximum output voltage and current
were 30 kV and 200 A, respectively. The equipment consists of a direct
current power supply (DCPS} which converts the 3-phase line voltage
to a regulated DC voltage. It charges up 6 IGBT switching modules
(high-power solid-state switches) to a primary voltage around
1000 V. An external trigger pulse gates all the modules and controls
its discharge to a primary pulsed signal of around 1000 V. Finally, a

pulse transformer transforms this primary 1000V pulse to a high
voltage pulse of desired high voltage.

Microorganisms were treated in a static parallel-electrode treat-
ment chamber with a distance between electrodes of 0.25 cm and
an area of 2.01 cm®. With an electrical conductivity of the sample of
0.10 5/m at 20 °C the chmic resistance of the treatment chamber is
1240. Actual electric field strength applied and pulse width were
measured in the treatment chamber with a high voltage probe
connected to an oscilloscope (Tektronix, TDS 220, Wilsonville, OR).
Treatment time was calculated by multiplying the pulse width (7) by the
number of pulses applied. The frequency of the pulses was controlled by
an external function generator (Tektronix, AFG 320, Wilsonville, OR).
The temperature of the treatment medium was measured as previously
described (Raso, Alvarez, Conddn, & Sala, 2000}.

2.3. Microbial inactivation experiments

Before treatment, microorganisms were centrifuged at 6000xg
for 5 min. at 4 °C and re-suspended in citrate-phosphate Mcllvaine
buffer of different pH (3.5, 4.5, 5.5 and 7.0} (Dawson, Elliot, Elliot, &
Jones, 1974} which concentration was adjusted to an electrical con-
ductivity of 0.10 £ 0.01 5/m. The microbial suspension (0.5 mL} at a
concentration of approximately 10°CFU/mL was placed into the
treatment chamber with a sterile syringe, as it has been previously
described (Raso et al, 2000). Cumulative treatment times ranged
from 15 to 501 ps and electric field strengths were set at 15, 20, 25,
30 and 35 kV/cm which corresponded to specific energies per pulse
of 0.7, 1.2, 1.9, 2.7 and 3.7 kJ/kg, respectively. A pulse frequency of
1 Hz was used. Under these conditions, the final temperature of the
treatment media was always below 35 °C.

2.4. Enumeration of viable and injured cells

PEF treated and control cell suspensions were serially diluted in
0.1% sterile peptone solution. The non-selective agar medium used for
enumeration of viable cells of all the strains was tryptic soy agar
(Biolife, Milan Italy} plus 0.6% (w/v} of yeast extract (Biolife} (TSAYE).
TSAYE was supplemented with NaCl (TSAYE+NaCl) (selective agar
medium) at the optimal salt level to enumerate injured cells {Garcia
et al., 2003). Concentrations used to detect sublethal injury corre-
spond to the highest NaCl concentrations that did not affect the
growth of untreated cells {maximum non-inhibitory concentration).
Based on previous results, this concentration for E. coli 0157:H7 and
Salmonella Typhimurium was 3% (Saldafia et al., 2009).

From selected dilutions, 0.1 mL was pour plated into non-selective
and selective agar media plates. Plates were incubated at 37 °C for
24 h to detect viable cells and for 48 h to detect injured cells. Longer
incubation times did not increase the microbial counts. Colonies were
counted with an image analyzer automatic counter (Protos, Analytical
Measuring Systems, Cambridge, UK) as previously described Condon,
Palop, Raso, and Sala (1996). The difference between the viable (CFU
in TSAYE} and non-injured cells {CFU in TSAYE+4NaCl} corresponds
to the injured survivors. Each experiment was performed twice on
separate days and the average results are presented.

2.5. Curve fitting

A mathematical model based on the Weibull distribution was used
to fit the survival curves of the different microorganisms:

N, P
logio e = (1) )

where N; is the number of microorganisms that have survived to the
treatment, Ny is the initial number of the microbial population, tis the
treatment time (in ps}, and & and p are respectively the scale and
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shape parameters. The & value represents the treatment time nec-
essary to inactivate the first log;o cycle of the microbial population.
The p parameter accounts for upward concavity of a survival curve
(p<1)},a linear survival curve (p=1), and downward concavity (p> 1)
(Mafart, Couvert, Gaillard, & Leguerinel, 2002).

To determine the & and p values, the least-squares criterion by the
Solver function of the Excel 2007 package (Microsoft, Seattle, WA}
and the GraphPad PRISM® (Graph Software, San Diego, CA}) was used.
Polynomial (response surface} models for the effects of field strength
and pH of the treatment medium on the estimated & and p values
were generated by Statgraphics Plus 5.1 (Statistical Graphics
Corporation, USA). Estimated & and p values corresponding to survival
curves in which the maximum level of inactivation was lower than
1 logp cycle were not used to generate the response surface models.
Backward stepwise regression was used to eliminate the parameters
which were not significant in the model (Ng & Schaffner, 1997).

In order to determine the accuracy of the final models, the root
mean square error (RMSE), the bias (By) and the accuracy factors (Ar)
were used (Baranyi, Pin, & Ross, 1999). The bias factor indicates by
how much on average, a model overpredicts (bias factor>1) or un-
derpredicts (bias factor< 1} the observed data. On the other hand, the
accuracy factor indicates how many the estimated data differ from the
observed ones.

Significantly differences among the shape parameters (p values)
obtained after the fit of equation 1 to the survival curves were
evaluated by ANOVA analyses (p=0.05) (GraphPad Software, Inc,,
San Diego, CA).

3. Results

Figs. 1 and 2 show respectively the influence of the pH (Fig. 1} and
the electric field strength (Fig. 2) on the PEF inactivation and
occurrence of cell damage after the application of PEF treatments in
E. coli O157:H7 (Figs. 1A and 2A) and Salmonella Typhimurium
(Figs. 1B and 2B}. Fig. 1 shows as an example the survival curves of
these microorganisms in Mcllvaine buffer of pH 7.0, 5.5, 4.5 and 3.5 at
the medium electric field strength investigated (25 kV/cm}, when
recovered in a non-selective (continuous lines} and selective medium
(dotted lines}. The highest PEF resistance and PEF sensitivity for E. coli
0157:H7 were observed at pH 3.5 and 5.5, respectively. In the case
of Salmonella Typhimurium, the highest PEF sensitivity was also
observed at pH 5.5 for treatment times shorter than 300 ps. Over this
treatment time, PEF resistance of Salmonella Typhimurium was not
influenced (p>0.05) by the pH. When sublethal injury was inves-
tigated, cell damage was observedinE. coli 0157:H7 at pH 3.5, 4.5 and
7.0. In the case of Salmonella Typhimurium cell damage was only
detected at pH 3.5 and 4.5 for treatment times shorter than 300 ps.

Fig. 2 shows the survival curves of the microorganisms in
Mcllvaine buffer of pH 3.5 at the electric field strengths investigated
when recovered in a non-selective and selective medium. In both mic-
roorganisms, microbial inactivation increased with the field strength
from 15 to 35 kV/cm. As it can be observed, E. coli 0157:H7 was
more PEF resistant than Salimonella Typhimurium. At the most in-
tensive PEF treatment (35 kV/cm; 501 ps), while 3.2 log, cycles of
inactivation was achieved for E coli 0157:H7, in the case of Salmonella
Typhimurium 5.0 logyg cycles were reached.

Concerning the influence of the electric field strength on the oc-
currence of cell damage, the number of sublethally injured cells of
E. coli 0157:H7 increased with the electric field strength up to
30 kV/cm. The survival curves corresponding to the microorganisms
recovered in selective media after 30 and 35 kV/cm were similar. Since
the PEF treatment at 35 kV/cm was more effective than at 30 kv/cm, the
number of damaged cells at 35 kV/cm was lesser than at 30 kv/cm.
For Salmonella Typhimurium, cell damage increased by augmenting
the electric field strength and treatment time at 15 and 20 kV/cm. At
higher electric field strengths cell damage was more remarkable at

Log Nt/N,
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Fig. 1. Influence of the pH of the treatment medium on the inactivation of Escherichia
coli 0157:H7 (A) and Saimenelia Typhimurium 878 (B) treated by PEF at 25 kV/cm
and recovered in non-selective (continuous line) and selective media (dotted line).
Treatment conditions: Mcllvaine buffer of pH 7.0 (4),55(#),4.5 (M) and 3.5 (®); 0.1 §/m;
1 Hz.

treatment times lower than 50 ps, being also 30 kV/cm the electric
field strength at which the occurrence of cell damage was most
significant.

Survival curves of both bacteria recovered in non-selective and
selective media were concave upwards at any pH and electric field
strength investigated. The microbial inactivation was faster at the first
moments of the treatment, and then progressively declined. The 80
survival curves obtained in this investigation were fitted to Eq. (1)}
(primary model}. The estimated parameters & and p obtained are
shown in Table 1. RMSE and R? of the fits ranged from 0.02 to 0.55 and
from 0.87 to 0.99, respectively. For both microorganisms investigated,
the shape parameter (p value} was always lower than 1.
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Fig. 2. Influence of the electric field strength on the inactivation of Escherichia coli 0157:
H7 (A) and Saimonella Typhimurium 878 (B) treated by PEF at pH 3.5 and recovered in
non-selective (continuous line) and selective media (dotted line). Treatment condi-
tions: Electric field strengths of 15 (@), 20 (W), 25 (¢), 30 (4) and 35 (¥) kV/om;
Mcllvaine huffer of pH 3.5; 0.1 §/m; 1 Hz.

The time to reduce 1 log;g cycle the population (& value) of E. coli
0157:H7 and Salmonella Typhimurium by PEF at all pH decreased
when increasing the electric field strength. & values were significantly
smaller (p<0.05) when microorganisms were recovered in selective
media. In both microorganisms, shorter & values were determined in
pH 5.5. Non-significant differences (p> 0.05) were observed among
the shape parameter (p value) obtained for Salmonella Typhimurium
recovered in non-selective and selective media and for £. coli 0157:H7
recovered in selective media at the different pH and electric field
strengths investigated. Therefore, p mean values of 0.2422 and 0.1722
were considered for Salmonella Typhimurium when recovered in
non-selective and selective media, respectively, and of 04267 for
E. coli 0157:H7 recovered in selective media. The relationship be-

tween the shape parameter and pH of the treatment medium in non-
selective media in the case of E coli 0157:H7 was described by
following equation (secondary model):

p = 1.3084—0.0419 pi* + 0.0013e™ (R* = 0.987; RMSE = 0.079).

The relationships among the & value, electric field strength and
pH of the treatment medium in non-selective and selective media
were described by multiple regression using polynomial equations
(secondary model). Backward stepwise regression was used to elim-
inate insignificant variables, since these variables or their interactions
did not provide any additional useful information to the model (Ng &
Schaffner, 1997). Table 2 shows the coefficients of each variable used
for the polynomial equation to fit the & values. This table also includes
the RMSE and the adjusted R-squared to show the goodness of the fit
of the developed secondary models.

Combining the secondary and primary models (tertiary model} it
is possible to estimate the microbial inactivation and the occurrence
of sublethal injury in the range of the experimental conditions in-
vestigated. Plots of the observed and estimated data with the tertiary
models are given in Figs. 3 and 4 for E. coli 0157:H7 and Salmonella
Typhimurium, respectively, in non-selective (Figs. 3A and 4A) and
selective media (Figs. 3B and 4B). The difference between points of
the graph and the line of equivalence is a measure of the inaccuracy of
the corresponding estimation. The RMSE, R?, Arand By factors for each
prediction are indicated also in the figures.

Fig. 5 shows three-dimensional relationships among the logp of
the survival fraction, the electric field strength, and the pH of the
treatment medium at a determine treatment time (100 ps) for E. coli
0157:H7 (Fig. SA) and Salmonella Typhimurium (Fig. SB) after PEF
treatments. In the case of E. coli 0157:H7, the pH of the treatment
medium had a remarkable influence on the PEF resistance observing
higher PEF sensitivity in the range of pH from 5.5 to 6.5. In this range,
the influence of the field strength on the £ coli inactivation was
more significant. For Salmonella Typhimurium, PEF inactivation
mainly depended on the field strength. Slightly higher inactivation
was observed at pH ranging from 5.5 to 6.5. By comparing both graphs
(Fig. 5A and B}, it can be determined that £ coli 0157:H7 was more
PEF resistant than Salmenella Typhimurium in the pH ranged from pH
3.5 to 5.5 and from 6.5 to 7.0. At pH ranging from 5.5 to 6.5, PEF
resistance of both microorganisms was similar when comparisons
were done at the same electric filed strength and treatment time.

The peculiar behavior concerning to the higher PEF sensitivity of
E. coli 0157:H7 in the range of pH 5.5 to 6.5 predicted by the model
has not been previously described in literature. In order to confirm this
prediction, a new set of experiments was carried out in this range of pH.
When observed and estimated values were compared a good agreement
was observed (R2 =0.877;, RMSE=0.354; Ar="1.121; Br=0.956).

The developed tertiary models also permitted to estimate the level
of cell damage caused by PEF of £ coli 0157:H7 and Salmonella
Typhimurium in treatment media of different pH. Based on the
models, a maximum cell damage level of 4.2 and 2.7 logy, cycles for
E. coli 0157:H7 and Salmonella Typhimurium was observed respec-
tively after a treatment of 30 kV/cm at pH 3.5. As an example of the
utility of the models, Fig. 6A and B represent the iso-logy cycles of cell
damage of E. coli 0157:H7 and Salmonella Typhimurium, respectively,
after PEF treatments of different field strengths and pH at a constant
treatment time (i.e. 100 ps). In these figures, the number of damaged
cells has been calculated by subtracting the loge cycles of inactiva-
tion estimated in non-selective and selective media with the corre-
sponding tertiary models. PEF treatments induced more damage
in £ coli 0157:H7 than in Salmonella Typhimurium cells. In E. coli
0157:H7, cell damage increased with the electric field strength except
in the range of pH between 5.5 and 6.5 (Fig. 6A). For Salmonella
Typhimurium (Fig. 6B), the maximum cell damage was estimated in
media of pH 3.5 at 25 kV/cm (1.5 logo cycles). No damage or hardly
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Table 1

&and pvalues from the fitting of the mathematical model hased on the Weibull distribution to the survival curves of E coli 0157:H7 and Salmenella Typhimurium 878 treated by PEF

and recovered in non-selective and selective media.

Escherichia coli 0157:H7

Non-selective media

Selective media

E pH p (CL 95%) & (CL 85%) R? RMSE p (CL 95%) & (CL 85%) B RMSE
15 35 0.13 (0.48-0.21) =501 0.86 c.03 0.56 (035-0.77) 2108 (148.5-272.2) 0.5 013
45 0.15 (0.07-0.30) =501 0.93 0.02 0.15 (C.11-0.25) =501 0.97 0.04
5.5 0.48 (0.32-0.64) 225.2 (1459.1-301.2) 0.95 .14 0.57 (0.43-0.70) 155.1 (118.8-191.3) 0.98 010
7.0 0.27 (0.06-047) =501 0.92 .13 0.33 (0.11-0.54) 260.7 (95.5-425.9) 0.89 016
20 35 0.31 (0.15-0.46) =501 0.39 0.04 0.21 (C.13-0.28) 388.7 (208.4-568.9) 0.97 0.06
45 0.13 (0.05-0.13) =501 0.95 0.06 0.25 (0.17-0.39) 74.25 (34.32-114.2) 0.96 0.13
5.5 0.43 (0.33-0.52) 28.69 (13.70-43.68) 0.98 C.16 042 (032-0.51) 18.01 (6.69-25.32) 0.98 .19
7.0 0.68 (0.52-0.89) 157.5 (108.1-207.7) 0.97 0.16 0.58 (C.45-0.66) 48.62 (34.36-62.87) 0.95 0.13
25 35 0.21 (0.13-0.27) =501 0.96 0.05 0.54 (0.34-0.73) 55.04 (18.68-51.39) 0.96 0.26
45 0.71 (0.48-0.54) 185.7 (112.1-258.3) 0.95 0.21 0.64 (036-0.51) 46.59 (5.54-97.63) 0.54 043
55 0.30 (0.14-C.44) 4.213 (0.269-13.70) 091 053 0.34 (C.18-0.49) 5.24 (0.96-14.44) 0.94 043
7.0 0.78 (0.53-1.03) 141.7 (74.93-2034) 0.96 0.28 0.75 (C.63-0.85) 57.31 (41.5-73.09) 0.95 0.15
30 3.5 0.90 (0.62-1.16) 179.8 (110.8-248.8) 0.97 0.21 0.34 (0.14-0.54) 2.85 (0.49-10.18) 0.91 040
45 0.55 (0.41-0.68) 7737 (3867-116.1) 0.88 .19 041 (0.20-0.60) 9.36 (0.05-28.26) 0.93 0.53
55 0.25 (0.17-032) 1.15 (—0.76-3.07) 0.56 032 0.21 (C.08-0.34) 0.23 (C.07-1.18) 0.93 041
7.0 0.64 (0.40-0.88) 62.52 (11.03-114.0) 0.95 046 0.65 (0.58-0.79) 38.21 (24.77-51.71) 0.95 0.15
35 35 0.75 (0.52-0.98) 9948 (44.90-157.1) 0.86 0.34 0.34 (0.15-0.52) 2.57 (0.08-8.52) 0.92 045
45 0.56 (0.44-0.66) 57.88 (32.01-83.75) 0.98 0.21 041 (0.34-0.46) 8.33 (3.85-12.76) 0.95 0.17
55 0.25 (0.10-0.33) 0.63 (—1.76-3.12) 0.89 052 0.22 (C.03-0.41) 0.17 (.01-1.17) 0.87 0.55
7.0 0.65 (0.46-0.83) 3538 (12.15-58.63) 0.7 0.34 0.51 (031-0.71) 14.71 (0.12-32.40) 0.5 0.52
E: electric field strength (kV/cm); p: shape parameter; &: scale parameter (ps); CL 95%: confidence limit; R*: determination coefficient; RMSE: root mean square error,
Saimonella Typhimurium 878
Non-selective media Selective media
E pH p (CL 95%) & (CL 95%) R* RMSE p(CL 85%) & (CL 95%) R RMSE
15 3.5 0.23 (0.15-0.32) 197.5 (125.3-265.8) 0.96 .08 0.21 (0.18-0.24) 15.89 (11.45-20.29) 0.99 .04
45 0.24 (0.24-030) 185.5 (168.1-203.7) 0.95 0.02 0.21 (C.16- 0.28) 24.61 (5.91-43.31) 0.97 012
55 0.32 (0.13-0.53) 51.01 (1.10-112.1) 0.89 033 0.22 (0.13-0.29) 839 (2.31-21.11) 0.93 0.26
7.0 046 (0.41-057) 1126 (96.8-1284) 0.59 0.06 0.20 (C.11-0.33) 30.16 (1.54-72.86) 0.91 0.27
20 35 0.26 (0.21-0.32) 6.15 (0.22-10.16) 0.89 .13 0.15 (0.07-0.189) 0.04 (0.01-0.18) 0.96 .29
45 0.32 (0.20-0.44) 2232 (0.65-45.31) 0.54 0.26 0.21 (C.18-0.24) 0.78 (0.20-0.24) 0.95 0.09
5.5 0.23 (0.15-0.30) 5.03 (0.03-11.10) 0.97 .15 0.21 (0.16-0.27) 2.81 (0.11-5.51) 0.98 0.1z
7.0 0.36 (0.23-0.53) 37.55 (7.09-68.01) 0.85 0.26 0.20 (0.14-0.26) 2.67 (0.01-6.16) 0.90 042
25 35 0.26 (0.16-0.35) 1.54 (0.84-5.30) 0.85 035 0.14 (0.11-0.16) 0.01 (0.001-0.015) 0.99 010
45 0.27 (0.15-0.77) 454 (—0.46-9.55) 0.597 0.26 0.14 (C.08-0.19) 0.01 (0.01-0.06) 0.93 0.22
55 .09 (0.01-0.11) 0.07 (0.02-0.15) 0.97 0.24 0.17 (0.05-0.52) 0.05 (0.01-0.08) 0.94 031
7.0 0.34 (0.27-043) 745 (2.19-12.71) 0.98 0.18 0.21 (C.02-0.50) 0.45 (0.04-1.04) 0.95 033
30 35 0.27 (0.11-043) 2.00 (C.08-7.81) 0.89 0.55 0.12 (C.05-0.22) 0.02 (0.01-0.03) 0.96 031
4.5 0.22 (0.12-030) 041 (C.07-1.53) 0.94 042 0.13 (C.09-0.16) 0.0C1 (0.003-C.C05) 0.93 0.17
5.5 0.11 (0.07-0.14) 0.03 (0.01-0.05) 0.88 C.18 0.14 (0.10-0.16) 0.003 (0.001-0.013) 0.99 .15
7.0 0.23 (0.15-0.29) 1.09 (0.02-2.56) 0.93 0.23 0.16 (C.11-0.30) 0.16 (0.08-0.25) 0.97 032
35 3.5 0.17 (0.06-0.27) 0.03 (0.004-0.201) 0.51 0.48 0.17 (0.15-0.18) 0.01 (0.01-0.02) 0.95 0.34
45 0.20 (0.14-0.25) 0.08 (0.007-0.248) 0.7 0.22 0.21 (0.17-0.24) 0.08 (0.02-0.21) 0.99 0.17
5.5 0.16 (0.11-0.20) 0.02 (0.008-0.047) 0.7 0.27 0.14 (0.08-0.20) 0.01 (0.001-0.03) 0.97 0.27
7.0 0.15 (0.10-0.26) 0.07 (C.001-0.326) 0.95 035 0.17 (0.14-0.21) 0.03 (0.02-0.04) 0.95 012

E: electric field strength (kV/cm); p: shape parameter; 5: scale parameter; CL 85%: confidence limit; R%: determination coefficient; RMSE: root mean square error.

any damage was estimated when pH was over 5.5 at all electric field
strengths investigated for these microorganisms.

4. Discussion

In this study, it has been systematically investigated for first time
the influence of the pH of the treatment medium and the occurrence
of sublethal injury in a wide range of field strengths and treatment
times in two Gram negative pathogenic bacteria, £ coli 0157:H7 and
Salmonella Typhimurium 878. These strains have been selected for
this investigation due to their high PEF resistance (Saldafia et al,
2009). This study demonstrates that when the influence of several
factors on the microbial behavior is investigated, the development
of mathematical models is a very useful tool to evaluate the influence
of each parameter and their interactions (McMeekin & Ross, 2002).
These models would also be of interest for engineering design,
evaluation and optimisation of PEF process as a new technique for

food preservation {Gomez, Gardia, Alvarez, Raso, et al., 2005; McDonal
& Sun, 1999).

When microbial inactivation does not follow first-order kinetics,
the use of the primary model based on the Weibull frequency dis-
tribution has gained wide acceptance because of its simplicity and
flexibility. In the last years, this model has been successfully used to
describe survival curves corresponding to microbial inactivation by
PEF (Alvarez et al., 2006; Gomez, Garcia, Alvarez, Conddn, & Raso,
2005; Lebovka & Vorobiev, 2004; Pérez et al., 2007; Puértolas et al.,
2009; Rivas, Sampedro, Rodrigo, Martinez, & Rodrigo, 2006; Rodrigo,
Martinez, Harte, Barbosa-Canovas, & Rodrigo, 2001; Rodrigo et al,
2003; Sampedro, Rivas, Rodrigo, Martinez, & Rodrigo, 2006}. In some
of these studies, simple relationships have been observed between
the model parameters and factors affecting microbial resistance; in
others, these relationships were more complex. Generally, this com-
plexity depends on the microorganisms and increases with the number
of processing variables investigated and the experimental range
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Table 2

Significant variables and their interactions for polynomial equations of E. coli 0157:H7
and Salmonella Typhimurium 878 treated by PEF and recovered in non-selective and
selective media.

E. coli E. coli
non-selective  selective
media media

Salmonelia
Typhimurium
selective media

Saimonella
Typhimurium
non-selective media

Coefficient Coefficient  Coefficient Coefficient

Intercept —42.0281 4278 3.08 66513
E 0.4589 = —0.407 —0.5580
pH 31.7855 = —0.517 =
E - —0.00226 0.00535

pH? —6.0850 0.03544 0.038 -
B 0.000253 = = =
pH* 0.3657 - -
E*pH —0.5131 —0.0466 0.00421 -
E**pH 0.00966 0.00106 - -

E'pHZ 0.0518 - - 0.00259
E¥pH? — (.00096 - - 0.0000652
RMSE 0.281 0.452 0395 0.300

R adj 0.916 0.895 0.897 0.926

0.009002

R? adj: adjusted R-squared; RMSE: root mean square error.

considered. In this investigation, while the tertiary model for Salmonella
Typhimurium was relatively simple because the shape factor was
independent of electric field strength and pH, that for E. coli 0157:H7 in
non-selective media was more complex since the p value depended on
the processing variables. This complexity could be a limitation of the
‘Weibull model to easily establish the treatment conditions to assure
food safety. Therefore, the adoption of these maodels by the food industry
will require the development of user-friendly application software that
makes it easier for industrial technicians to employ mathematical
models.

In this study, for first time the Weibull model has been useful to
describe the survival curves when microorganisms were recovered in
selective media and therefore to quantify the sublethal injury caused
by PEF. Based on the Weibull model and the corresponding secondary
models, tertiary models were developed which have been used to
interpret the interactions among process parameters (field strength
and treatment time} and environmental variables (pH and recovery
conditions). These models also have permitted to compare the
response to PEF between different microorganisms and to establish
the combinations in which larger inactivation or cell damage were
generated (Figs. 5 and 6).

The lethality increased with electric field strength and treatment
time in E. coli 0157:H7 and Salimonella Typhimurium 878 similarly to
that observed in other bacteria (Alvarez et al., 2006; Fleischman,
Ravishankar, & Balasubramaniam, 2004; Nguyen & Mittal, 2007;
Rodriguez-Calleja et al., 2006; Sampedro, Rivas, Rodrigo, Martinez, &
Rodrigo, 2007; Somolinos et al., 2008).

The influence of the pH of the treatment medium on the PEF
sensitivity depended on the microorganism investigated. While the
PEF resistance of Salmonella Typhimurium was hardly influenced by
the pH of the treatment medium (Figs. 1B and 5B}, PEF resistance
was higher at lower pH than at neutral pH for E. coli 0157:H7 (Figs. 1A
and 5A). A lack of influence of the pH of the treatment medium on the
inactivation of E. coli, Yersinia enterocolitica and Bacillus subtilis has
also been reported (Alvarez, Raso, Sala, & Conddn, 2003; Heinz &
Knorr, 2000; Hulsheger, Potel, & Niemann, 1981; Sale & Hamilton,
1967). However, it has been generally observed that Gram negative
bacteria show lower PEF sensitivity in acidic conditions (Alvarez,
Raso, Palop, & Sala, 2000; Garcia, Gémez, Maiias, et al., 2005; Garda,
Gomez, Raso, et al., 2005). Our results confirm these observations,
especially for E coli 0157:H7. Although these microorganisms show
a high PEF resistance at lower pH, this resistance dramatically de-
creased when microorganisms were recovered in selective media
(see as an example PEF treatments at 30 and 35 kV/cm in Fig. 2A). This

A -

RMSE=0.443
Af=1.436
Bf=0.988
R%=0.927 [}

Estimated data

1 1
0 -2 -4 -6 -8
Observed data

RMSE=0.552
Af=1.338
Bf=1.037 ,

64 R?=0893 n

Estimated data

0 ) 1 1 1
0 -2 -4 -6 -8
Observed data

Fig. 3. Correlation between experimental and estimated data obtained with the tertiary
models for E coli 0157:H7 treated by pulsed electric fields and recovered in non-
selective (A) and selective media (B).

would indicate that cells are affected by the PEF treatments in some
way, but not sufficiently to induce their death if recovery conditions
are adequate. This higher PEF resistance in acidic media has been
attributed to a higher capability of damaged cells to recover after PEF
treatments in media of low pH (Garcia et al., 2003).

Results obtained in this investigation show that E. coli 0157:H7
was more PEF resistant than Salmonella Typhimurium (Fig. 5). The
high PEF resistance of E. coli 0157:H7 in media of pH ranging from 3.5
to 4.5 is similar to that reported in literature for other PEF resistant
microorganisms such as Listeria monocytogenes in media of pH 7.0
(Alvarez et al, 2006; Gémez, Garcla, Alvarez, Condén, et al., 2005;
Wouters, Alvarez, et al, 2001 ).

The data obtained in this investigation and the developed models
have permitted to detect that the highest PEF sensitivity of two Gram
negative strains, mainly in E. coli 0157:H7, was in the range of pH 5.5
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L the inactivation of E coli 0157:H7 (5A) and Saimenella Typhimurium 878 (5B) after PEF
treatments of 100 ps.
occurrence of sublethal injury. In this investigation, the developed
models have permitted to quantify the number of injured cells and to
identify the PEF treatment conditions at different pH in which sublethal
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0 -2 -4 -6 -8
Observed data

Fig. 4. Correlation between experimental and estimated data obtained with the tertiary
models for Saimoneila Typhimurium 878 treated by pulsed electric fields and recovered
in non-selective (A) and selective media (B).

to 6.5. This behavior has never been reported and it would be required
a detailed study to identify the mechanisms involved.

The occurrence of cell damage after PEF treatments has already
been described in literature (Garcia et al., 2003; Garcia, Goémez,
Marfias, et al., 2005; Somolinos et al., 2008} and this effect generally
depended on the PEF treatment conditions and pH. It is generally
reported that the cell damage in Gram negative bacteria occurs in
media of low pH but not at pH 7.0 {Garcia, Gémez, Mafias, et al., 2005;
Russell, Colley, Simpson, Trivett, & Evans, 2000; Simpson, Whittington,
Earnshaw, & Russell, 1999; Somolinos et al, 2008). However, these
observations have been obtained by end point methods based on the
determination of the effect produced by a given electric field strength
and treatment time. Analysis of one end point does not provide suf-
ficient information on the influence of the different factors on the

injury occurs.

The high PEF resistance of the two Gram negative pathogenic
bacteria showed in this investigation mainly at low pH could limnit
the possibilities of PEF technology as a non-thermal pasteurization
process for acid foods. However, the occurrence of sublethal injury
after the application of PEF treatments opens the possibility of de-
signing combining processes. It is well known that damaged micro-
organisms become more exacting in growth requirements and are
more sensitive to other preservation factors (Mackey, 2000). Several
authors have combined the application of PEF treatments with the
addition of antimicrobials (i.e. nisin, sorbic acid ) or with the storage at
cooling temperatures, demonstrating that these combinations limited
the recovery capability of damaged cells and thus increased the
lethality of PEF (Garcia, Hassani, Mafias, Conddn, & Pagdn, 2005; Saulis
& Wouters, 2007; Somolinos, Garcia, Conddn, Maiias, & Pagan, 2007,
Somolinos et al., 2008}.

In conclusion, it has been demonstrated the possibility to model
not only the microbial PEF inactivation but also the occurrence of
sublethal injury after PEF treatments in two pulsed electric field-
resistant Gram negative pathogenic bacteria in the range of pH of
most of the foods. The developed mathematical equations could be
used as an approach to define PEF pasteurization treatments in liquid
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Fig. 6. Fitted iso-logyy, cycles of cell damage contour plots of E. coli 0157:H7 (6A) and
Saimonella Typhimurium 878 [6B) after PEF treatments of 100 ps at different electrical
field strengths and pH. The iso-logy, cycles lines of cell damage has been developed by
subtracting the log, cycles of inactivation estimated in non-selective and selective
media with the corresponding tertiary model.

foods and to develop combined processes conducted to increase the
lethality of PEF based on the higher sensitivity of damaged cells to the
preservation factors.
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A study of the effect of pulsed electric fields (PEF) on the inactivation of Listeria monocytogenes STCC 5672
and Staphylococcus aureus STCC 4459 in Mcllvaine buffer covering a range from pH 3.5 to 7.0 was con-
ducted. Mathematical models based on the Weibull distribution were developed to describe the influence
of the electric field strength, treatment time and pH of the treatment medium on the lethality of both
Gram positive pathogenic bacteria after PEF treatments. Both microorganisms were more sensitive to PEF
inmedia oflow pH, although the influence of the pH on the PEF resistance was more significant in S. aureus.
In the best cases scenario, the highest inactivation levels achieved were 33 and 6.1 logip cycles for
L. monocytogenes and S. aureus respectively in pH 3.5 after 500 ps of 35 kV/cm. Based on these results and
those observed in literature, L. monocytogenes STCC 5672 at any pH investigated has been shown as one of
the most PEF resistant microorganism. Therefore, this microorganism should be considered as a possible

S. aureus target microorganism to define process criterion for PEF pasteurization.

Target microorganism

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Nowadays, the consumer’s demand for fresher foods requires
food preservation methods with a very limited impact on the
sensorial and nutritional qualities of the products. In turn, this is
promoting the development of new nonthermal preservation tech-
niques, such as pulsed electric fields (PEF) (Barbosa-Canovas et al,,
2003). The process consists of the application of short duration
pulses (1—100 us}ef a high electric field (5—50 kV/cm} to food placed
between two electrodes. It has been widely demonstrated that these
treatments induce the disruption of microbial cell membranes and
causes the inactivation of microorganisms (Wouters et al., 2001). PEF
is an effective treatment for inactivating vegetative cells of bacteria
and yeast without altering sensorial and nutritional properties
of foods (Barbosa-Canovas et al, 2005; Raso and Heinz, 2006).
However, as bacterial spores are resistant to PEF treatments, the
main applications of this technology for food preservation must be
focused on pasteurization (Pagan et al,, 1998; Pol et al, 2001).

In order to establish the treatment conditions for food pasteuri-
zation by PEF, it is necessary to identify the most PEF resistant
microorganisms of public health concern for each specific food
product. Once the target pathogenic microorganisms have heen
identified, the influence of environmental factors on the microbial

* Corresponding author. Tel: +34 976 76 1581; fax: +34 976 76 15 90.
E-mail address: jraso@unizar.es (J. Rasc).

0740-0020/$% — see front matter @ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fm.2010.01.002

inactivation, including process parameters and treatment medium
characteristics, and the knowledge of the kinetics of inactivation
have to be evaluated.

Several investigations have been done related to the lethal effect
of PEF treatments on different microorganisms {Wouters et al., 2001;
Alvarez et al, 2006; Mosqueda-Melgar et al., 2008). However, up to
now, there has not been proposed target microorganisms to which
refer the process criterion (treatment conditions required to obtain
apredetermined number of log g reductions of the target pathogenic
microorganism — performance criterion — van Schothorst, 1998;
Stewart et al., 2002} for PEF pasteurization. The great variability
observed on the PEF resistance ameng strains of the same micro-
organism, depending on the pH of the treatment medium and/or the
intensity of the PEF treatments, jointly with the broad experimental
conditions and the diversity of apparatus used in different labora-
tories, have limited the identification of target microorganisms.
Therefore it is necessary to accumulate data on the critical factors
affecting microbial inactivation of the most PEF resistant pathogenic
bacteria and to describe their PEF inactivation kinetics obtained
under similar experimental conditions. Previous studies done in our
laboratory have permitted to identify among 20 microorganisms
the most PEF resistant strains of four pathogenic microorganisms
(Salmonella Typhimurium STCC 878 and Escherichia coli 0157:H7,
Listeria monocytogenes STCC 5672 and Staphylococcus aureus STCC
4459} in media of pH 4.0 and 7.0 after different PEF treatments
(Saldaiia et al, 2009). In a second approach, it has been mathe-
matically described the influence of the pH {from 3.5 to 7.0) on the
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inactivation kinetics of Gram negative bacteria (Salmonella Typhi-
murium STCC 878, E. coli 0157:H7) in a wide range of PEF treatments
(electric field strength and treatment time) (Saldafia et al., in press).
With the present investigation, it is concluded the study of the
influence of the pH of the treatment medium on the kinetics of
inactivation by PEF on the Gram positive pathogenic strains most PEF
resistant {L. monocytogenes STCC 5672 and S. aureus SSTC 4459).

L. monocytogenes is a Gram positive, nonsporeforming, faculta-
tively anaercbic, psychrotrophic microerganism that in the past few
decades has emerged as a foodborne pathogen of major significance.
The ability of these bacteria to grow over a wide temperature range
in acidic environments, as well as in the absence of or at very low
amounts of O3 enables it to multiply in many environments { Gandhi
and Chikindas, 2007}. Although most cases of human listeriosis
appear to be sporadic, L. monocyiogenes has become a seriocus public
health concern because of its high mortality rate {Farber and Peter-
kin, 2000). Infection has been associated with a variety of foods,
including juices, cheese, meat, milk, vegetables and fish (de Valk
et al,, 2005; Makino et al., 2005; Vojdani et al., 2008}.

S. aureus is a Gram positive, nonsporeforming, facultatively
anaerobic, mesophilic bacteria. Staphylococcal food poisoning
results from the growth of enterotoxigenic staphylococci in foods
and the production of enterotoxins, which induces symptoms
similar to acute gastroenteritis (Baird-Parker, 2000}. Foods including
bakery products containing custards or cream, ham, poultry prod-
ucts, milk and milk products, juices and eggs have frequently been
reported to be involved in outbreaks of staphylococcal intoxication
(Baird-Parker, 2000). Despite the frequent isolation of S. aureus as
causative agent of food poisoning in almost every part of the world
(Baird-Parker, 2000}, the resistance of this microorganism to several
preservation technologies has been scarcely investigated, especially
in the case of emerging technologies (Cebridn et al., 2007). Moreover,
little is known about the influence of environmental factors such as
pH of the treatment medium on the kinetics of inactivation of
S. aureus by pulsed electric fields.

In this study it has been investigated the influence of the pH of
the treatment medium in a wide range of field strengths and
treatment times in L. monocytogenes STCC 5672 and S. aureus SSTC
4459, This study will permit to generate predictive equations
to describe the inactivation of PEF resistant strains of Gram positive
pathogenic bacteria (Saldaiia et al,, 2009). With these equations
and those already published for other Gram negative and positive
pathogenic bacteria, the final goal of this investigation is to identify
possible target microorganisms for microbial PEF inactivation and
to determine the potential lethality of PEF on pathogenic bacteriain
media of different pH.

2. Material and methods
2.1. Microorganisms and growih conditions

The strains of L. monocytogenes (STCC 5672) and 5. aureus (STCC
4459) were supplied by the Spanish Type Culture Collection (STCC).
Broth subcultures were prepared by inoculating 5 mL Tryptic Soy
Broth (Biolife, Milan Italy)} plus 0.6% {w/v) of Yeast Extract (Biolife}
(TSBYE)} with a single colony and incubated for 18 h at 37 °C. With
this subculture, flasks containing 50 mL of prewarmed TSBYE were
inoculated to a final concentration of approximately 108 CFU/mL.
The cultures were incubated under agitation at 37 °C until the
stationary growth phase was reached, 24 h (Saldafia et al., 2009}.

2.2, PEF equipment

PEF equipment used in this investigation was supplied by
ScandiNova (Modulator PG, ScandiNova, Uppsala, Sweden). The

apparatus generates square waveform pulses of a width of 3 ps with
a frequency up to 300 Hz. The maximum output voltage and
current were 30 kV and 200 A, respectively. The equipment consists
of adirect current power supply (DCPS) which converts the 3-phase
line voltage to a regulated DC voltage. It charges up 6 IGBT
switching modules (high-power solid-state switches) to a primary
voltage around 1000 V. An external trigger pulse gates all the
modules and controls its discharge to a primary pulsed signal of
around 1000 V. Finally, a pulse transformer transforms this primary
1000 V pulse to a high voltage pulse of desired high voltage.

Microorganisms were treated in a static parallel-electrode
treatment chamber with a distance between electrodes of 0.25 cm
and an area of 2.01 cm?. With an electrical conductivity of the sample
of0.10 5/fm at 20 °C the ohmic resistance of the treatment chamber is
124 Q. Actual electric field strength applied and pulse width
were measured in the treatment chamber with a high voltage probe
connected to an oscilloscope {Tektronix, TDS 220, Wilsonville, OR).
Treatment time was calculated by multiplying the pulse width {z} by
the number of pulses applied. The frequency of the pulses was
controlled by an external function generator (Tektronix, AFG 320,
Wilsconville, OR). The energy per pulse (W) was calculated by the
following equation:

W = fk-E(t)zdt
0

where k {Sjm} is the electrical conductivity of the treatment
medium; E (Vjm} is the electric field strength; and {(s) is the dura-
tion of the pulse. The total energy (k] } applied {W) was calculated by
multiplying the energy per pulse {W} by the number of pulses. The
total specific energy (K]/kg) applied (W) was determined by dividing
the total energy by the mass of treated medium. The temperature of
the treatment medium was measured as previously described Raso
et al. {2000).

2.3. Microbial inactivation experiments

Before treatment, microorganisms were centrifuged at 6000 x g
for 5 min at 4 °C and re-suspended in citrate-phosphate Mcllvaine
buffer of different pH (3.5, 4.5, 5.5 and 7.0} (Dawson et al,, 1974)
which concentration was adjusted to an electrical conductivity
of 0.10 + 0.01 S{m. This range of pH was used since it permitted to
cover the pH of different liquid foods. The microbial suspension
{0.5 mL} at a concentration of approximately 10% CFU/mL was
placed into the treatment chamber with a sterile syringe, as it has
been previously described {(Raso et al., 2000). Cumulative treatment
times ranged from 15 to 501 ps and electric field strengths set at 15,
29, 25, 30 and 35 kVjcm which corresponded to specific energies
per pulse of 0.7, 1.2, 1.9, 2.7 and 3.7 kJ/kg, respectively. A pulse
frequency of 1 Hz was used. Under these conditions, the final
temperature of the treatment media was always below 35 °C.

2.4, Enumeration of viable cells

PEF treated and control cell suspensions were serially diluted in
0.1% sterile peptone solution (Biolife). The medium used for
enumeration of viable cells of all the strains was Tryptic Soy Agar
{Biolife) plus 0.6% (w/v} of Yeast Extract {Biolife} (TSAYE). From the
selected dilutions, 0.1 mlL was pour plated into TSAYE and then
plates were incubated at 37 °C for 48 h to detect viable cells. Longer
incubation times did not increase the microbial counts. Colonies
were counted with an improved image analyzer automatic counter
{Protos, Analytical Measuring Systems, Cambridge, UK} as previously
described Condén et al. (1996). Each experiment was performed
twice on separate days and the average results are presented.



Resultados ( 179

552 G. Saldafia et al. / Foed Microbiology 27 (2010) 550558
15 kViem 0 15 kViem
0 ﬁ:‘%
-1
1
22—
2]
o Zo 3
- . 2 34
< 3 >
= o
o e 44
§ 3
-5 = -5 —
65— -6
7 T T T T T ] 7 | T T T | 1
0 100 200 300 400 500 600 ] 100 200 300 400 500 600
Time (us) Time {us)
25 kViem nﬂ 25 kVicm
0
-1
14
2
2]
- = .3
£ 34 > )
z =)
g 4 S 4
a
-5 -5 —
5 -6
-7 T T T T T | -7 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Time {us) Time (us)
35 kViem o 35 kVicm
0
-1 -
1
-2
2
=]
=] E -3 -
£ 37 Z
- =)
o -
) i S 4
3 -4
-5 —
.51
6 -6
-7 T T T i i ) 7 | | | ] ] |
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Time (us)

Time {|Ls})

Fig. 1. Influence of the pH of the treatment medium on the inactivation of L mone-
cytogenes STCC 5672 treated by PEF at 35, 25 and 15 kV/cm. Treatment conditions:

Mcllvaine buffer of pH 7.0 (@ ). 55w ), 4.5 (M} 3.5 (4 ) 01 S/m; 1 Hz

Fig. 2. Influence of the pH of the treatment medium on the inactivation of S. aureus
STCC 4459 treated by PEF at 35, 25 and 15 kV/cm and recovered in non-selective
(continuous line} and selective media (dotted line). Treatment conditions: Mcllvaine
buffer of pH 7.0 (# ), 5.5 (7). 4.5 (M) 35 (4 ); 0.1 S/m; 1 Hz
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2.5. Curve fitting

A mathematical equation based on the Weibull distribution was
used to fit the survival curves of the different microorganisms:

N P
LOgmN—; = *(g) (M

where N; is the number of microorganisms that have survived to
the treatment, Ny is the initial number of the microbial population,
t is the treatment time (in ps), and é and p are respectively the
scale and shape parameters. The § value represents the treatment
time necessary to inactivate the first log;g cycle of the microbial
population. The p parameter accounts for upward concavity of
a survival curve (p < 1), a linear survival curve {(p = 1), and
downward concavity (p > 1) (Mafart et al., 2002).

To determine the 4§ and p values, the least-squares criterion by the
Solver function of the Excel 2007 package (Microsoft, Seattle, WA)
and the GraphPad PRISM® { Graph Software, San Diego, CA) was used.
The variability of the scale (J value) and shape (p value)} factors with
the electric field strength and pH was studied by means of analysis of
variance with GraphPad PRISM® (p = 0.05). The relationships among
the estimated p values, the pH investigated and the electric field
strength were modeled by the Gompertz function. Quadratic poly-
nomial {response surface} equations for the effects of field strength
and pH of the treatment medium on the estimated é values were
generated by Statgraphics Plus 5.1 (Statistical Graphics Corporation,
USA). Backward stepwise regression was used to eliminate the
parameters which were not significant in the equation.

In order to determine the accuracy of the final equations, the RMSE
(rootmean square error), the bias (By) and the accuracy factors (Agy were
used (Baranyi et al., 1999). The bias factor indicates by how much on
average, a model overpredicts (bias factor = 1} or underpredicts {bias
factor < 1) the observed data. On the other hand, the accuracy factor
indicates how many the estimated data differ from the observed ones.

3. Resulis

Figs. 1 and 2 illustrate the influence of the pH on the inactivation
of L. monocytogenes (Fig. 1} and S. aureus (Fig. 2} by pulsed electric
flelds treatments. These figures show the survival curves (legig
cycles of the survival fraction versus treatment time} of these
microorganisms in Mcllvaine buffer of pH 7.0, 5.5, 4.5 and 3.5 at the
lowest (15 kV/jcm), medium (25 kV/cm) and the highest (35 kV jcm)
electric field strengths investigated. At all pH investigated, treat-
ments at electric field strengths lower than 20 kV/cm and 15 kV/cm
scarcely affected viability of L. monocytogenes and S. aureus cells,
respectively. At all field strengths investigated, both microorgan-
isms were more sensitive to PEF in media of low pH. However, the
reduction of the pH from 7.9 to 3.5 only increased the lethality
a maximum of 1.9 and 1.4 logyy cycles for L. monocytogenes and

0.408+0.302¢
Ne
LngN—O =

t
N (10(6.94—0‘ZSE—O‘OTpH2+O‘03EpH)

t

o 4573pH423.153)

£
Logig— = —
gmND 10{—433+4.86pH-0.48pH" ~0.15EpH+0.0014E? pH-+ 0.0092EpH’ }

) 0.959+1.267¢

S. aureus respectively after the strongest PEF treatment applied
(35 kVjcm and 501 ps).

Survival curves of both bacteria were concave upwards at any
pH and electric field strength investigated. The microbial inacti-
vation was faster at the first moments of the treatment, and then
progressively declined. Survival curves showed in Figs. 1 and 2 were
fitted to Eq. (1) (primary model). The estimated parameters 6 and p
cobtained are shown in Table 1. RMSE and R? of the fits ranged from
0.01 to 0.44 and from 0.70 to 0.98, respectively.

The time to reduce 1 logyy cycle the population (& value)} of
L. monocyiogenes and of S. aureus was shorter at higher field
strengths and at lower pH. The shape parameter (p value)} was only
influenced by the pH of the treatment medium. When the pH of the
treatment medium varied from 7.0 to 3.5, the scale parameter
decreased in L. monocytogenes from a mean of 0.733 to a mean of
0477 and from 0.366 to 0.250 for S. aureus. For both microorgan-
isms, the shape values were always lower than 1.

Equations describing how the parameters of the primary model
vary with changes in environmental or other factors correspond to the
secondary level of modeling (McMeekin and Ross, 2002}. To develop
the secondary models, p and 4 values obtained from the fit of Eq. (1) to
the survival curves in which at least 1 logjg cycles of inactivation
was achieved have been used. The relationships between the shape
parameter {p value) and pH of the treatment medium for L mono-
cytogenes and S. aureus were described by the following equation:

p=a+be 2)

were pH is the pH of the treatment medium and a, b, ¢ and d are
coefficients which values are respectively 0.408, 0.302, —4.573 and
23.153 for L. monocytogenes and —0.959, 1.267, —1.183 and 1.389 for
S. aureus. The RMSE, R? and accuracy (Ap) factor for each equation
indicating the goodness of the fitting are 1.034, 0.992 and 0.034 for
L monocytogenes and 1.045,0.959 and 0.044 for 5. aureus respectively.

The relationship among the scale parameter (4 value), electric field
strength and pH of the treatment medium was described by a multiple
regression, considering the decimal logarithm of § as the dependent
variable. In a first approach, the following independent variables of the
polynomial regression equation were considered: E, pH, E2, pHZ, E2, pH?,
E*pH, E2* pH, E * pH?, and E2 * pH2. Backward stepwise regression was
used to eliminate non-significant variables, since these variables or their
interactions did not provide any additional useful information to the
medel. Table 2 shows the coefficients and the F valites of each variable
used for the polynomial equations to fit the é values. The F values for
equation parameters were used to indicate the significance of the effect
of the variables and their interactions {Ng and Schaffner, 1997).

Considering the relationships observed among the p and
& parameters and the field strength and pH for each microorganism
indicated in Eq. (2} and in Table 2, and including them in Eq. (1}, the
following tertiary models were obtained:

Tertiary model for L. monocytogenes:

Tertiary model for S. aureus:

o 1.183pH41.383)
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Table 1

& and p values from the fitting of the mathematical model based on the Weibull distributien to the survival curves of Listeria monocytogenes 5672 and Staphylococcus aureus

4459 treated by PEF.

E pH Listeria monacytogenes 5672 Staphylococcus aureus 4459
p (CL95%) & (CL 95%) R? RMSE p (CL 95%) & (CL 95%) R? RMSE
15 3.5 0.40 (0.11-0.68) =501 0.97 0.01 0.34 (0.21-0.47) 363.9(114.0-613.9) 0.96 0.08
4.5 1.14 (-1.56-3.84) =501 0.70 022 0.35 (0.19-0.51) =501 0.92 0.26
5.5 0.30 (—0.03-0.63) =501 0.70 021 0.89 (0.65—-1.14) =501 0.97 0.04
7.0 0.33 (-0.11-0.76) =501 0.90 0.12 0.57 (0.46—0.68) 259.8 (41.59-478.1) 0.98 0.08
20 3.5 0.41 (—0.06—0.87) =501 0.85 0.04 0.36 (0.18—0.55) 17.92 (1.790-34.04) 0.92 0.22
4.5 0.28 {—0.06-0.62) =501 0.92 0.05 0.31 (0.25-0.38) 41.94 (28.82-55.07) 0.98 0.10
5.5 0.53 {0.14-0.91) =501 0.82 0.02 0.49 (0.18-0.79) 25.21(1.81-56.61) 0.89 032
7.0 0.59 {0.23—-0.95) >501 0.72 0.04 0.41 (0.19-0.63) 88.03 (12.38-163.7) 0.90 0.25
25 3.5 0.64 (0.17-1.12) 414.9 (204.8—624.9) 0.89 0.13 0.30 (0.11-0.49) 1.354 (0.27-2.44) 0.90 0.24
4.5 0.35 {0.20—-0.49) =501 0.85 0.08 0.33 (0.20-0.56) 1094 (1.89-20.0) 0.91 022
5.5 0.85 (0.43—-1.25) =501 0.82 0.05 0.29 (0.10-0.48) §.67 (3.34—14.01) 0.86 0.26
7.0 0.54 (0.09-0.99) >501 0.90 0.05 0.28 (0.07-0.49) 3.53 (1.40—-5.67) 0.88 0.33
30 3.5 0.42 (0.34—-0.51) 78.98 (57.00—-101.0) 0.94 0.10 0.14 (0.09—0.18) 0.29 (0.16—0.42) 0.98 0.24
45 0.39 (0.17-0.61) 265.3 (147.2—-383.4) 091 015 0.23 (0.13—0.32) 1.82 (1.08—2.56) 0.95 0.15
5.5 0.73 (0.36-1.10) =501 0.77 044 0.24 (0.12-0.36) 2.41 (1.33-3.49) 0.92 022
7.0 0.82 (0.55-1.10) 435.9 (359.1-512.6) 0.89 0.08 0.30 (0.15-0.45) 2.03 (1.01-3.04) 0.91 0.25
35 3.5 0.36 (0.29—-0.44) 21.39(9.95-32.83) 0.93 0.16 0.11 (0.08—0.15) 0.11 (0.05-0.17) 0.99 0.18
45 0.32 (0.21-042) 74.05 (36.45—111.6) 0.39 033 0.14 (0.05—0.23) 0.93 (0.41—-1.46) 0.93 0.19
55 0.60 (0.46—0.74) 139.2 (1042—-174.3) 094 0.14 0.21(0.12—0.31) 1.19 (0.70—-1.67) 0.94 012
7.0 0.65 (0.26—1.04) 348.1 (2164—479.8) 0.98 0.05 0.26 (0.13—-0.40) 2.19 (0.93—-3.44) 0.91 0.29

E: Electric field strength (kV/cm); p: Shape parameter; &: Scale parameter (us); CL 95%: Confidence limit; R%: Determination coefficient; RMSE: Root mean square error.

Plots of the observed and estimated data with the tertiary
models are given in Fig. 3A and B for L. monocytogenes and S. aureus,
respectively. The difference between a point of the graph and the
line of equivalence is a measure of the accuracy of the corre-
sponding estimation. The RMSE, R?, accuracy (A} and bias (Bp)
factors for each predictions are also indicated in the figures. In
general, the tertiary models accurately predicted the PEF inactiva-
tion of both Gram positive bacteria.

The tertiary models were used to generate three-dimensional
relationships among the logyg of the survival fraction, the electric
field strength and the pH of the treatment medium for . mono-
cytogenes (Fig. 4A) and S. aureus (Fig. 4B) after PEF treatments of
100 ps. In both microorganisms, the lethality increased with the
field strength and by decreasing the pH of the treatment medium.
In the case of S. aureus the influence of both parameters was
more noticeable. Thus, an increment of the field strength from 15 to
35 kV/cm at pH 3.5, augmented the lethality 1.3 and 3.8 logyg cycles

Table 2

F values for significant variables and their interactions for pelynemial equations
describing the relationship berween the Log,g of & and the electric field strength and
pH for Listeria monocytogenes 5672 and Staphylococcus aureus 4459 treated by PEF.

Listeria monocytogenes Staphylococcus

5672 aureys 4459

Coefficient Fvalue Coefficient F value
Intercept 6.94 —4.33
E -0.25 13071 =
pH = 486 7.58
E? = =
pH? -0.07 75.91 —0.48124 14.69
B - -
pH® = =
E-pH 0.03 36.84 —-0.15 25446
E*-pH = 0.0014 2462
E-pH? - 0.0092 43.97
E%.pH? — —
RMSE 0.08 017
R%-adj 96.78 94.71
R? 97.99 96.10

in L. monocytogenes and S. aureus, respectively. At pH 7.0, this
increment of lethality was of 0.4 and 2.4 logj cycles, respectively.

The tertiary models developed have also permitted to compare
the PEF resistance at different pH of the microorganisms investi-
gated in this study and that from other bacteria presented in other
publications. Thus, Fig. 5 shows the logyg cycles of inactivation after
PEF treatments of 100 ps at distinct field strengths at pH 3.5, 4.5, 5.5
and 7.0 of L. monocytogenes STCC 5672 and S. aureus SSTC 4459 from
this investigation, L. monocytogenes STCC 4031 {Gomez et al., 2005a),
E. coli 0157:H7 (Saldafia et al., in press) and Saimonella Typhimurium
STCC 878 (Saldaiia et al, in press). As observed, microbial inactiva-
tion increased with the field strength for all bacteria and pH.
However, the PEF resistance of each microorganism varied with the
pH. L. monocytogenes STCC 5672 was the bacteria most PEF resistant
at all pH. Hardly 1 logig cycle was inactivated after 35 kVjcm and
100 ps. At pH 3.5, 4.5 and 7.0, E. coli 0157:H7 showed a similar PEF
resistance than L. monocytogenes STCC 5672. L. monocylogenes
STCC 4031 becomes more PEF resistance by increasing the pH of the
treatment medium up to maximum resistance at pH 7.0 similar to
L monocyiogenes STCC 5672. S. aureus and Salmonella Typhimurium
were the microorganisms most PEF sensitive at all pH investigated
permitting to achieve around 3—4 logyy cycles of inactivation at
35 kV/cm at any pH investigated.

4. Discussion

The objective of pasteurization is to minimize any possible health
hazards arising from pathogenic microorganisms to a level that is
not likely to represent a public health risk under normal conditions
of distribution and storage. Therefore, for PEF pasteurization, it is
necessary to identify pathogenic target microorganisms for each
food product to which refer PEF treatments and to define the process
criterion to achieve a determine performance criterion (van Scho-
thorst, 1998; Stewart et al., 2002). For PEF pasteurization, the target
microorganisms should be the pathogenic bacteria most PEF resis-
tant under a wide range of conditions. As it has been previously
indicated, this investigation is a continuation of a previous study
which enabled to identify four PEF resistant strains of Gram positive
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Fig. 3. Correlation between experimental and estimated data obtained with the
tertiary models for L. menocytogenes STCC 5672 (3A) and S. aureus STCC 4455 (3B)
treated by pulsed electric fields.

and negative pathogenic bacteria (Saldafia et al., 2009). Since
microbial resistance to PEF considerably varies within the pH range
of the treatment medium (Garcia et al,, 2005a), in this work, it has
been systematically investigated for the first time the influence of
the pH of the treatment medium in a wide range of field strengths
and treatment times in two PEF resistant strains of Gram positive
pathogenic bacteria, L. monocytogenes STCC 5672 and S. aureus SSTC
4459. This investigation together with other work done in our lab
related to the kinetics of inactivation of two of the most PEF resistant
strains of Gram negative pathogenic bacteria in media of different
pH (Saldaiia et al., in press} will permit to evaluate possible target
pathogenic bacteria for PEF pasteurization and to determine the
lethal potential of the PEF technology.

In order to establish the treatment conditions for microbial
inactivation by PEF, it is necessary to determine the kinetics of

on the inactivation of L. monocytogenes STCC 5672 (4A) and 5. aureus STCC 4458 (4B)
after PEF treatments of 100 ps.

microbial inactivation and to describe them mathematically.
Predictive microbiclogy is a multidisciplinary area of food microbi-
ology that can provide a way to study the influence of various
environmental factors on microbial inactivation or growth and to
evaluate their effect quantitatively (McDonal and Sun, 1999). In this
investigation, a mathematical equation based on the Weibull distri-
bution has been applied to describe the concave upwards survival
cuarves showed in Figs. 1 and 2. This primary model is gaining
popularity due to its simplicity and flexibility. It has been used to
model microbial death by different inactivation methods such as
heat, high hydrostatic pressures, UV light, ohmic heating, pulsed
light, chemicals or pulsed electric fields (Christensen et al., 2001;
Mafart et al., 2002; van Boekel, 2002; Alvarez et al. 2003a,c; Rodrigo
et al,, 2003; Leizerson and Shimeoni, 2005; Rivas et al,, 2006; Sam-
pedro et al,, 2006; Virto et al., 2006; Ahn et al, 2007; Cebridn et al,,
2007; Chen, 2007; Hassani et al, 2007; Martin et al,, 2007; Pérez
et al., 2007; Uesugi et al,, 2007; Skandamis et al., 2008; Schenk et al,
2008; Puértolas et al., 2009; Pilavtepe-Celik et al,, 2009). Based on the
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Fig. 5. Logyp cycles of microbial inactivation by PEF treatments of 100 ps at different field strengths in media of distinct pH estimated by tertiary models. L. monocytogenes 5672
(mem), L. monocytogenes 4031 (aa ), E. coli 0157:H7 (mum we), S qureus 4459 (—), Saimonella Typhimurium 878 (s=a).

Weibull equation, tertiary models have been developed which
adequately described the microbial inactivation of L. monocytogenes
STCC 5672 and S. aureus SSTC 4459 in media of different pH as
indicated the RMSE and R* showed in Table 1 and the equivalence
lines of Fig. 3. The developed tertiary equations have been used to
evaluate the influence and interactions of the pH, field strength and
treatment time on the inactivation of two of the most PEF resistant
Gram positive bacteria. Results showed in Table 2 and in Fig. 4 indi-
cate that the electric field strength (£} for L. monocytogenes and its
interaction with the pH (E * pH)} for S. aureus were the most signifi-
cant parameters (higher F values in Table 2} to be considered.
This means that changes in these factors will have a very significant
effect on the lethality of both microorganisms and mainly for
L. monocytogenes. For S. aureus, the pH of the treatment media had
a significant influence on the PEF resistance and specially it becomes
significant with the interaction with the field strength (£ * pH,
F?* pH, E* pH?). Other authors have also observed that Gram positive
bacteria noticeably increased the PEF sensitivity in acidic media
including different serotypes of L. monocytogenes. This influence of
the pH was higher than that determined in this study. Thus, while in
this investigation the reduction of the pH from 7.0 to 4.0 increased
the lethality of L. monocytogenes STCC 5672 and S. aureus STCC 4459
0.32 and 0.41 log; cycles, respectively after 100 ps at 25 kV/cm, other
authors have observed an increment of 1.7, 2.8 and 2.9 logyg cycles of
the population of L. monocytogenes STCC 5366, Lactobacillus planta-
rum and Bacillus subtilis respectively (Alvarez et al,, 2003b: Garcia
et al., 2005b; Gémez et al., 2005a; Saldafia et al, 2009) and up to
5 logp cycles of L. monocytogenes ATCC 15313 — STCC 4031 when the
treatment was at 28 kVjcm (Gémez et al, 2005b). The lower PEF

sensitivity of the strains investigated in this study in acidic media
would be due to their higher PEF resistance.

The developed tertiary equations have enabled to compare the
PEF resistance in a wide range of treatment conditions of different
pathogenic bacteria (Fig. 5). The comparison showed in this
Figure has been done at 100 ps since it could be a suitable treatment
time to be applied in continuous conditions. This time approximately
corresponds to the inflection point in the survival curves (Figs. 1
and 2). This means, that over this point the speed of inactivation
decreases, requiring larger PEF treatments, and therefore higher
energetic costs, to achieve an equivalence inactivation level. On the
other hand, considering the conditions used in this investigation,
longer times applied in continuous conditions would increase the
temperature of the treatment medium which could result thermally
lethal. Based on Fig. 5, the Gram positive microorganism L. mono-
cytogenes STCC 5672 has shown avery high PEF resistance at all pHin
the investigated range. This would indicate that this strain of
L monocytogenes would be a target pathogenic microorganism to be
considered to which refer PEF pasteurization treatments indepen-
dently of the pH of the treatment medium. The PEF resistance of
L monocytogenes STCC 5672 showed in Fig. 5 which corresponded to
that obtained in buffers, was always higher than that reported in
literature for any microorganism independently of the treatment
media, pH or PEF treatment (Heinz et al., 2001; Wouters et al,, 2001;
Alvarez et al., 2006; Mosqueda-Melgar et al., 2008). Only data of
S. aureus STCC 240 or L. monocytogenes ATCC 19115 in milk showed
similar PEF inactivation levels (1.0 log1g cycles of inactivation} to that
observed in this investigation in Mcllvaine buffer of the same pH
and PEF treatments (Fleischman et al, 2004; Sobrino-Lépez and
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Martin-Belloso, 2006). On the other hand, £. coli 0157:H7 should also
be considered as a reference for PEF microbial inactivation in acidic
media, moreover when it has been observed that the behavior of
Gram negative bacteria in low pH media is different to Gram positive
microorganisms (Alvarez et al, 2000; Garcia et al, 2003a,b). It has
been generally observed that Gram negative bacteria show lower PEF
sensitivity in acidic conditions (Alvarez et al,, 2000; Garcia et al,,
2005a,b}. This higher PEF resistant in acidic media has been attrib-
uted to a higher cell-damage recovery capability after PEF treatments
in low pH media (Garcia et al, 2003).

In conclusion, the obtained results indicate the scarce lethal
effectiveness of PEF technology for these most PEF resistant micro-
organisms, and mainly for L. monocytogenes STCC 5672 at any pH, in
the treatment conditions investigated. The highest levels of inacti-
vation achieved of around 1 logip cycles are quite far away from the
5 logyg reductions proposed for pasteurization of fruit and vegetable
Juices {Ancnymous, 1997). These results point out the need of
designing combining processes with PEF which result in additional
or synergistic lethal effects mainly in these target microorganisms to
increase the lethality of pulsed electric fields. Based on published
results {Zhang and Mittal, 2005; Nguyen and Mittal, 2007; Mos-
queda-Melgar et al., 2008; Somolinocs et al., 2008; Pina-Pérez et al.,
2009), the combination of PEF with antimicrebial compounds with
activity on these bacteria or the application of PEF treatments at mild
temperatures may result on the origin of possible process criterion
for PEF pasteurization. Therefore, it is necessary more research to
define hurdles with lethal effectiveness by themselves or to increase
the lethality of pulsed electric fields to achieve the performance
criterion in each food product.
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A static parallel electrode treatment chamber with tempered electrodes has been designed to obtain
kinetics data on microbial inactivation by pulsed electric fields (PEF) at different temperatures at
quasi-isothermal conditions. Distribution of the electric field strength and temperature within the treat-
ment zone was estimated by a finite element method. A good agreement was cbserved between the tem-
peratures estimated by numerical simulation and temperatures measured by a thermocouple in the
treatment zone before and after the PEF treatments (values of RMSE below 3%). Influence of the treatment
temperature on PEF inactivation (30 kV/cm) of Salmonella typhimurium was investigated at temperatures
between 4 and 50 °C in media of pH 3.5 and 7.0. Treatment temperature had an important effect on
microbial inactivation for both values of pH. At pH 3.5 the inactivation of S. typhimurium was irrelevant
at 4 ~C but about 1.5, 2.9, 4.0 and 5.0 Logy, reductions were obtained after 30 pulses (90 us) at 15, 27, 38
and 50 °C, respectively. At pH 7.0, around two Log., cycles of inactivation were observed after 50 pulses
{150 ps) at 4 °C. At temperatures in the range between 15 and 50 *C the treatment temperature practi-
cally did not influence PEF resistance of S. typhimurium. A model based on the Weibull distribution ade-
quately described kinetics of inactivation of S. typhimurium at different temperatures. The treatment
chamber designed in the investigation could be useful to obtain kinetics data on PEF destruction of micro-
organisms or other components of interest at a uniform distribution of electric field strength and homo-
geneous and quasi-isothermal conditions in a wide range of temperatures.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction replacing thermal pasteurization as a means of killing vegetative

cells. The use of PEF as a pasteurization process requires to demon-

Pulsed electric fields (PEF) is an emerging food processing tech-
nology with potential for preservation purposes and for improving
mass transfer rates in process aims extraction of intracellular com-
ponents (Raso and Heinz, 2006). Application of PEF at sufficient
intensity and duration causes permanent permeabilization of the
cytoplasmatic membrane of the microbial cells that leads to micro-
bial death {Pagan and Maiias, 2006). The capability of PEF to inac-
tivate microorganisms at temperatures below those used in
thermal processing opens very interesting possibilities of using
this technology for improving the stability and safety of minimal
processed foods.

Inactivation of vegetative cells of bacteria and yeast by PEF has
widely been demonstrated (Mosqueda-Melgar et al, 2008).
However bacterial spores are resistant to PEF (Pagén et al.,, 1998;
Pol et al., 2001). Therefore applications of PEF will be aimed at

* Corresponding author. Tel.: +34 976 76 26 75; fax: +34 976 76 15 S0.
E-mail address: jraso@unizar.es (J. Rase).

0260-8774($ - see front matter @ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/.jfeodeng.2010.04.021

strate that during the process all parts of the food receive the
required treatment to achieve an inactivation level that not likely
to present a public health risk under normal conditions of distribu-
tion and storage.

Studies conducted during the last few years have demonstrated
that microbial inactivation by PEF depends on the processing
factors, properties of the treatment medium and the microbial
characteristics (Alvarez et al, 2002). The main process factors
determining microbial inactivation level during the PEF treatment
are electric field strength, treatment time and treatment tempera-
ture (Wouters et al., 2001).

Recently, it has been a considerable progress in the develop-
ment of continuous flow treatment chambers for PEF processing
that are essential for scaling up the technology for industrial
applications. Several different designs have been developed
through the years for this key component wherein high voltage
delivery by the power supply is applied to the food {Huang and
Wang, 2009).
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The most important criterion for a successful design of the
treatment chamber in terms of assuring foocd safety is a uniform
treatment of food when passing through the treatment chamber.
The uniformity of the treatment in a continuous flow PEF treat-
ment chamber depends not only on electric field distribution
but also on temperature profile and flow dynamics during the
treatments (van den Bosch, 2007). During the PEF treatment
the food is heated as result of the dissipation of electrical energy
and, as a consequence, temperature dependent food properties
such as electrical conductivity, density, viscosity and thermal
conductivity are modified (Fiala et al, 2001). Changes in electri-
cal conductivity may influence electric field distribution and
changes in food viscosity, density and thermal conductivity may
affect product flow. As a consequence, to achieve experimentally
information of the distribution of the electric field strength and
temperature in a continuous flow treatment chamber is a difficult
task.

Numerical simulation of the fluid dynamics coupled with the
distribution of electric field strength and temperature inside the
treatment chamber can provide a detailed knowledge of the
spatial and tempeoral distribution of both parameters in the treat-
ment chamber during PEF treatments under various operaticn
conditions {Qin et al, 1995; Géngora-Nieto et al., 2003). Numer-
ical simulation has been proved to be a very useful tool to
optimize the treatment chamber gecmetry for improving the
uniformity of the process in order to avoid an over or under-
processing of foods (Gerlach et al, 2008; Lindgren et al, 2002;
Toepfl et al, 2007; van den Bosch, 2007). However, even after
geometrical optimization of the chamber, it has been observed
inhomogeneity in electric field strength and temperature distri-
bution (Jaeger et al., 2009).

As numerical simulation can provide a detailed knowledge of
the spatial and temporal distribution of the electric field
strength and temperature in the treatment chamber, an ap-
proach to estimate the microbial inactivation in a continuous
PEF treatment is to assume that the inactivation in an inhomo-
genecus PEF process is a function of the momentary electric field
strength and temperature in the different zones of the treatment
chamber. In order to validate this assumption, kinetics data on
microbial inactivation by PEF at different temperatures and elec-
tric field strengths are required. This data should be obtained
under homogeneous electric field strength and temperature
conditions.

Kinetics of microbial inactivation by PEF has been investi-
gated by many authors. These studies have been conducted in
treatment chambers that operate in either batch or continuous
flow. In batch treatment chamber the temperature increases dur-
ing the PEF treatment and studies generally are conducted only
at room temperature (Heinz et al, 1999; Alvarez et al, 2003a:
Woesierska and Trziazka, 2007). Investigations on the influence
of the temperature on Kinetics of microbial inactivation by PEF
have been performed in continucus flow treatment chambers
modifying the inlet temperature of the treatment medium
{Heinz et al., 2003; Sepulveda et al., 2005; Amilai et al., 2007).
The main problem of continucus treatment chambers to cbtain
kinetics data is the inhcmogeneous distribution of the electric
field, temperature and product flow.

The purpose of this investigation is to present and evaluate a
design of a treatment chamber that permits cbtaining kinetics data
on microbial inactivation by PEF at different temperatures under a
uniform electric field strength distribution and quasi-isothermal
conditions. The performance of this treatment chamber for micro-
bial inactivation has been evaluated studying the influence of the
temperature of treatment medium on the inactivation of Salmo-
nella typhimurim by a PEF treatment at 30 kV/cm in media of differ-
ent pH.

2. Materials and methods
2.1. Microorganisms and growth conditions

The strain of S. typhimurium 878 used in this investigation was
supplied by the Spanish Type Culture Collection. During this inves-
tigation the culture was maintained on slants of Tryptic Soy Agar
(Biolife, Milan, Italy) with 0.6% Yeast Extract added {Biolife)
(TSAYE).

A broth subculture was prepared by inoculating a test tube
containing 5 mL of Triptic Soy Broth (Biolife) with 0.6% Yeast
Extract {TSBYE) with a single colony, followed by incubation at
37°C for 24 h. With this subculture, a flask containing 50 mL
of sterile TSBYE was inocculated to a final concentration of
approximately 106 cellsimL. The culture was incubated under
agitation at 37 *C until the stationary growth phase was reached
(24 h).

2.2. PEF umnit

PEF equipment used in this investigation was supplied by
ScandiNova (Modulator PG, ScandiNova, Uppsala, Sweden). The
apparatus generates square wavelform pulses of a width of 3 ps
with a frequency up to 300 Hz. The maximum output voltage
and current were 30kV and 200 A, respectively. The equipment
consists of a direct current power supply which converts the
3-phase line voltage to a regulated DC voltage. It charges up six
IGBT switching modules (high-power solid-state switches) to a
primary voltage around 1000V. An external trigger pulse gates
all the modules and controls its discharge to a primary pulsed
signal of around 1000 V. Finally, a pulse transformer converts this
primary 1000V pulse to a high voltage pulse of desired high
voltage.

The batch parallel electrede treatment chamber used in this
investigation is based on a previous design of Heinz et al. (1999).
Treatment chamber consists of a cylindrical polypropylene tube
closed with two polished stainless steel cylinders of 2.01 cm? sur-
face and 4 cm length. The inner part of the electrodes was empty
and dielectric oil {conductivity: 1.4 pSfcm) tempered at different
temperatures was recirculated through both electrodes to temper
the treatment medium at different temperatures and to maintain
a constant temperature in the medium during the PEF treatments
(Fig. 1). A small hole in the cylindrical plastic tube was used to
introduce and remeve the micrebial suspension. Distance between
electrodes was 0.25 cm.

Actual voltage and current intensity applied were measured
with a high voltage probe (Tektronix, P6015A, Wilsonville, Oregon,
USA) and a current probe, respectively {Stangenes Industries Inc.
Palo Alto, California, USA) connected to an oscilloscope ( Tektronix,
TDS 220, Wilsonville, Oregon, USA).

2.3. Temperature measurement

Before applying the PEF treatment, in order to know the tem-
perature in different zones of the treatment chamber and to per-
form an experimental validation of the temperature distribution
obtained by the finite element simulation, the temperature was
measured in the treatment chamber using a thermocouple K (Ahl-
born, Holzkirchen, DE) of 0.5 mm diameter with a Tog= 1.2 5.

Homogeneity of the electric field strength can be affected by the
presence of a temperature probe inside the treatment chamber.
Therefore, the temperature was measured after the PEF in the geo-
metrical centre of the treatment zone with the same thermocouple
activated pneumatically as it was previously described (Raso et al.,
2000).
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Fig. 1. Scheme of the parallel electrode treatment chamber used in this investigatien.

2.4. Numerical simulation of electyic field strength and temperature in
the treatment chamber

The distribution of the electric field strength and temperature in
the treatment zone of the chamber was numerically simulated by
the finite element method, using the Comsol Multiphysics Soft-
ware (Comsol Inc., Stockholm, Sweden).

The governing equations for the thermo-electric phenomena in
a batch system are adapted from Comsol Multiphysics and are
based on the charge conservation and a heat transfer balance in
a liquid.

The equations to solve the electrical potential are based on
charge conservation:

VgV V_F1=0 (1)

where ¢ is the electrical conductivity (S m™!), Vis the electrical po-
tential (V) and J° (Am™?) is the externally generated current
density.

The energy balance for a pure conductive heat transfer in a li-
quid energy balance is;

pCP%—FV(—k- vIy=Q (2)

where C, denotes the specific heat capacity (m*s—2K="), T is tem-
perature (K), k is the thermal conductivity (kgm s3 K~1), p is the
density (kg m™3), t is the time (s) and Q is a sink or source term
(kg m~'s™?). In this case, Q is related to the electrical energy due
to ohmic heating effects:

Q=olef {3)

where E is the electric feld strength (kv cm™!).

Boundary conditions for Eq. {1) were set up as zero potential for
the grounded electrode, electrical insulation for the plastic insula-
tor and the high voltage electrode was set up based on a rectangu-
lar function as a function of the time, the initial voltage V and a
pulse width of 3 us.

For the solution of Eq. (2), the electrically insulation side walls
of the treatment chamber were set up as thermal insulated,
whereas the electrode walls were set up as thermal conductive
and it was assumed a heat exchanging between the sample and
the tempering media according tc Eq. (4).

- (kVT)=h- Tpegn — T} {4)

where Thedia is the circulating oil and ! is the heat transfer coeffi-
cient (W m—2 K1)

The heat transfer coefficient was calculated assuming a vertical
flow direction against the electrode walls and was based on the
Reynolds and Prandtl number for a laminar forced convection
according to Eq. (5).
h= (%) -0.664 -Re"” . Pr*** (5)
where L is the diameter of the electrode {in). Reynolds number (Re),
Prandtl number (Pr), velocity and thermophysical properties of the
circulating oil are summarized in Table 1.

Simulation was performed as unsteady-state and all of the ther-
mophysical properties of the treated sample were set up depend-
ing on temperature based on water properties.

The electrical conductivity was determined experimentally
according to Eq. {(6).

0=5x10"".T 400875 (6)

The geometric domain for simulations of initial temperature (before
PEF treatments) were without considering the wall thickness of the
treatment chamber, since a equilibrium state and constant temper-
ature between the walls and the circulating oil were assumed. The
wall thickness becomes important when a transient simulation of
PEF is performed, since the heat transfer between walls and circu-
lating oil is changing during each pulse.

2.5. Microbial inactivation experiments

Experimental conditions to investigate the influence of tem-
perature on microbial inactivation by PEF were: pulse frequency
of 0.5 Hz, pulse width of 3 ps, electric field strength 30 kV{cm,
treatment time up te 150 ps and temperatures of 4, 15, 28, 38
and 50°C.

Before treatments, microorganisms were centrifuged at 6000g
for 5 min and resuspended in citrate-phosphate Mcllvaine buffer
of pH 7.0 and 3.5 (Dawson et al., 1974) which concentration was
adjusted to an electrical conductivity of 0.1 £ 0.01 S5{m. The micro-
bial suspension (0.5 ml) at a concentration of 10% CFU/mL was
placed in the treatment chamber with a sterile syringe.

After treatments, appropriate serial dilutions were prepared in
sterile 0.1% peptone water and plated onto TSAYE. Plates were
incubated at 37 °C for 24 h and afterwards colonies were counted
with an improved image analyser automatic counter {(Protos, Ana-
lytical Measuring Systems, Cambridge, UK) as previously described
{Conddn et al., 1996). Survival curves were based on mean values
obtained from two independent experiments.

2.6. Modelling microbial inactivation

A mathematical model based on the Weibull distribution was
used to fit the survival curves:

Ny t\*

Log,—=—[ = 7
S0 Mo 3 {7

Table 1

T