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RESUMEN

En la actualidad, se han buscado alternativas para conocer la capacidad de los
tratamientos emergentes en la conservacion y procesamiento de alimentos, y poder
asi estimar la vida en anaquel de estos. Una de estas alternativas es la aplicacion
de modelos mateméticos, los cuales han demostrado ser un método eficaz ya que
se toman en cuenta muchas de las variables que estan involucradas en el deterioro
de los alimentos. El objetivo de este trabajo fue utilizar modelos matematicos para
evaluar los efectos que tiene el tratamiento con luz ultravioleta de onda corta (UV-
C) sobre la inactivacion de Lactobacillus rhamnosus. ElI microorganismo fue
inoculado previamente en una serie se soluciones modelo con diferente cantidad de
sélidos solubles totales (8, 10y 12%) y pH (3, 4.5y 6). Las nueve soluciones modelo
fueron inoculadas con el microrganismo de trabajo, hasta alcanzar un crecimiento
microbiano aproximado de 10 UFC/mL. Para posteriormente aplicar el tratamiento
con luz UV-C a dos diferentes velocidades de flujo (13.4 y 82.5 mL/s). Durante el
tratamiento con luz UV-C se tomaron muestras cada 2 minutos durante 12 minutos
para posteriormente sembrarlas en agar MRS y hacer un recuento microbiano
después de 24-48 horas a una temperatura constante de 37°C. Las curvas de
inactivacion microbiana fueron modeladas siguiendo el modelo lineal de primer
orden y los modelos no-lineales de Weibull y Gompertz modificado. Los resultados
obtenidos arrojaron que después de 6 minutos de tratamiento con luz UV-C, se
alcanzaron a reducir los 5 ciclos logaritmicos por la FDA para considerar a la luz
UV-C como un método de pasteurizacion. Por otra parte, dentro de las variables
estudiadas, se determiné que la velocidad de flujo es la que afecta en mayor medida
la inactivacion del microrganismo de referencia, siendo estd mayor a mayor
velocidad de flujo. Durante los primeros minutos del proceso la inactivacion
microbiana sigue una cinética lineal; sin embargo, se observa un fenomeno de cola
después de 5 minutos de tratamiento. Ambos modelos no lineales ajustaron de
manera adecuada la cinética de inactivacion completa del microorganismo con luz
UV-C, siendo el modelo de Gompertz modificado el que presentdé un mejor ajuste
(R?>0.89).



1. INTRODUCCION

La radiacion ultravioleta, es un tipo de energia capaz de propagarse a través de la
materia o del vacio en forma de ondas o particulas. Esta forma parte del espectro
electromagnético y se encuentra en el intervalo de 100 a 400 nm aproximadamente.
Se puede subdividir en UV de onda corta (UV-C), UV de onda media (UV-B) y UV
de onda larga (UV-A). Dentro de las radiaciones no ionizantes es la de mayor
contenido energético. Desde hace muchos afos se han investigado los efectos que
tiene la luz ultravioleta en las células eucariotas y procariotas, posteriormente,
gracias a estas investigaciones la radiacion UV-C se convirtié en un buen método
para combatir los problemas originados por microorganismos en distintas areas de
aplicacion. Es asi como en la actualidad la luz UV-C es ampliamente utilizada para
fines médicos e industriales, sobre todo en la industria de alimentos en donde es
considerada una tecnologia novedosa porque ofrece mejoras en cuanto a la
preservacion de las caracteristicas sanitarias de productos alimenticios, cuidando al
mismo tiempo sus propiedades nutricionales y sensoriales. Por lo que existe una

creciente tendencia en su aplicacion como método de pasteurizacion en frio.

La microbiologia predictiva se encuentra en una fase creciente de aplicacion para
evaluar métodos de conservacion alimenticios porque es una herramienta adecuada
para estudiar el comportamiento microbiano bajo distintos factores ambientales que
son controlables, obteniendo respuestas cuantificables mediante ecuaciones
matematicas. Su importancia radica en la reduccion de tiempos de diagndstico
microbiolégico, contrario a lo que se obtiene con las técnicas de laboratorio de
deteccion de microorganismos tradicionales, de este modo se reducen costos en la
industria porque beneficia a la toma de decisiones rapida. La microbiologia
predictiva no reemplaza al diagnéstico y aislamiento de microorganismos ya

establecido, ambos métodos se complementan para un mejor analisis.

Hasta el momento, hay pocas investigaciones que se enfoquen en estudiar el efecto

de la luz UV-C en soluciones modelo (que puedan representar un alimento liquido

10



de manera adecuada) a través de la modelacion matematica, por lo que su estudio
es de gran relevancia, ya que puede sentar las bases para futuras investigaciones
relacionadas con la inactivacion microbiana con luz UV-C. Por lo anterior el objetivo
de esta tesis es evaluar el efecto de la luz UV-C sobre Lactobacillus rhamnosus
inoculado en soluciones modelos formuladas a diferentes concentraciones de
sélidos y pH, y aplicar modelos matematicos lineales y no lineales para conocer

parametros cinéticos de inactivacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1Conservacion de alimentos.

En la historia del hombre, la alimentacion ha sido el factor evolutivo mas fuerte
(Arsuaga, 2013). Desde los inicios de la humanidad, el hombre se tuvo que enfrentar
a los desafios que conllevaban los avances de su manera de alimentarse, se
encontraron ante la problematica de la escases de alimentos debido a cambios
estacionales durante ciertas épocas de afo, surgiendo asi su necesidad de
preservar por mas tiempo los alimentos y por transformarlos. Con esto podemos
decir que la necesidad por preservar los alimentos emergié como respuesta al reto
de la poca disponibilidad de alimentos al que se enfrentaron los primeros seres
humanos. La conservacion de alimentos inicio de manera experimental sin tener
conocimiento de las causas del deterioro de los alimentos. Por ejemplo, en los
paises cuyo clima era de varios grados bajo cero, el hombre primitivo se percato
que la carne enterrada en el hielo se conservaba mejor durante cierto periodo de
tiempo. De igual manera con la observacion empirica se descubrid que la
fermentacién, la deshidratacibn con el sol y algunos tratamientos térmicos
prolongan la vida util de los alimentos, asi como también adicionar sal o ahumar la

carne era un buen método para conservarla (Arsuaga, 2013).

Gracias al trabajo que realizaron algunos investigadores al pasar de la historia, se
fueron conociendo los fenbmenos asociados al deterioro de los alimentos; La
composicién quimica y las caracteristicas bioldégicas que poseen los alimentos son
algunos de los factores desencadenantes de su deterioro, ya que estos propician el

desarrollo de microorganismos patégenos y deterioradores.

Tenemos asi, por ejemplo, a Louis Pasteur quién fue pionero en demostrar que la
presencia de microorganismos era capaz de causar deterioro en los alimentos
sentando de esta manera las bases cientificas de los procesos de preservacion. Por
otro lado y conforme ha ido avanzando el tiempo y la tecnologia, tenemos los

trabajos de conservacion de alimentos esterilizados de Nicolas Appert, la manera
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de transportar pescado congelado utilizando una mezcla de hielo y sal, y la
invencion de los compresores que dio pauta a creacidon de sistemas frigorificos.
Actualmente, para retrasar el proceso natural de descomposicion, es necesario
emplear métodos de conservacion que ayudan a controlar las variables intrinsecas
y extrinsecas de los alimentos, prolongando asi la vida atil de estos y manteniendo
la calidad de estos (Castro, 2011). Por ejemplo, con el desarrollo de tecnologias
para la obtencion de polimeros sintéticos, se dio lugar a la invencién de los envases
gue actualmente estan presentes en el mercado de alimentos. Por otro lado, los
aportes y avances que se han hecho en la rama de la fisica y del conocimiento de
la materia, en particular de las radiaciones, han sido de gran relevancia en la
evolucion experimentada por las ciencias relacionadas directa o indirectamente con
las técnicas de conservacion de alimentos. Sin embargo, los métodos de
conservacion de alimentos siguen teniendo como primer objetivo la preservacion de
la calidad higiénica sanitaria de los productos, aunque sin perder de vista aspectos
importantes como la preservacion de su valor nutricional, o de su calidad sensorial
(Diaz, 2009).

Es asi como las principales técnicas de conservacion de alimentos pueden
agruparse de acuerdo con el objetivo higiénico sanitario que persigan de la siguiente

manera:

2.1.1 Tratamientos quimicos

Este método se basa en el uso de aditivos quimicos. Estas sustancias son capaces
de evitar el crecimiento microbiano, prolongando la vida util de los alimentos, porque
evitan el deterioro causado por microorganismos y sus toxinas, la oxidacion (lipidica
y enzimatica), los cambios de color y la inestabilidad de los componentes de los
alimentos. Los conservadores quimicos pueden ser organicos e inorganicos y se
pueden obtener a partir de fuentes naturales o sintesis quimica (Toledo del Arbol,
2016). Algunos de los conservantes mas empleados son: nitritos, fosfatos, sulfitos,
acidos organicos, por ejemplo el acido sérbico, acético, lactico y benzoico, asi como

ésteres derivados de estos acidos.
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2.1.2 Métodos biolégicos de conservacion

También existen sustancias de naturaleza proteica, que son de origen animal, como
las lisozimas y lactoferrinas, a las que se les han atribuido cierta actividad
antibacteriana y pueden ser utilizadas en la conservacion de alimentos (Toledo del
Arbol, M.J., 2016) y las bacteriocinas, tales como sakacinas, carnobacteriocinas,
bifidocinas, lactocinas, lactococcinas o pentocinas, las cuales han mostrado
muestran una actividad variada frente a bacterias patdgenas o alterantes en carne
o volateria crudas (Aymerich et al, 1998; Galvez et al., 2008). Los conservadores
precedentes de fuentes biolégicas son conocidos como bioconservantes. Estos

métodos de conservacion también son considerados como tecnologias emergentes.

2.1.3 Tratamientos fisicos

Los métodos fisicos para conservacion de alimentos se basan en la aplicacion de
diferentes temperaturas y en la reduccion de la actividad de agua para inhibir,
destruir o eliminar microorganismos indeseables.

Dentro de los tratamientos térmicos esta la aplicacion de altas temperaturas. Esto
tiene como objetivo desnaturalizar proteinas e inactivar enzimas, con la finalidad de
reducir la carga microbiana o bien conseguir la inactivacion total de
microorganismos de riesgo alimentario (Toledo del Arbol, 2016). Los tratamientos
con elevacion de temperatura mas conocidos son: el escaldado o blanqueado,
termizacion, pasteurizacion, uperizacion o ultrapasteurizacion y esterilizacion. Por
el contrario, se encuentran también los métodos que se basan en la disminucién de
la temperatura, estos consisten en retardar las reacciones quimicas, que a su vez
retrasan o inhiben el crecimiento de microorganismos o las enzimas presentes en
los alimentos. Algunos de los métodos que utilizan bajas temperaturas son:

refrigeracion, congelacién y ultracongelacién (Casp & Abril, 2003).
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Otros métodos clasificados dentro de los tratamientos fisicos son: Liofilizacion,
concentracion por evaporacion, deshidratacion y secado. En los que se ve limitada
la disponibilidad de agua en el alimento con el objetivo de reducir la actividad de
agua (Aw) y afectar a la reproducciéon, actividad metabdlica, resistencia y

sobrevivencia de los microorganismos (Ramirez, 2006).

Asi es como la conservacion de alimentos ha ido evolucionando junto con la
humanidad. Se han ido desarrollando mas métodos conforme avanza la tecnologia
y la ciencia, ¥ dependiendo del alcance y objetivos que se quieren alcanzar.

Debido a que la industria alimenticia se ha visto obligada a ser transformada por la
creciente globalizacién y por las nuevas exigencias de los consumidores, se han
buscado alternativas mas sofisticadas y eficientes para ofrecer productos de calidad
cuidando muy bien la seguridad e inocuidad (Rodriguez et al., 2014), pero sin dejar
de lado las caracteristicas sensoriales y el valor nutrimental que hay en los
productos alimenticios. Asi surgen nuevas tecnologias para la conservacion de los
alimentos, métodos innovadores que aportan mejoras frente a los métodos mas

tradicionales.

2.1.4 Tecnologias emergentes para la conservacion de alimentos

Como se mencion6 anteriormente, la demanda creciente de productos alimenticios
con caracteristicas propias de productos frescos ha introducido nuevas tecnologias
en el ambito de la conservacion de alimentos. Son llamadas tecnologias emergentes
por haber sido desarrolladas en afos recientes, algunas de estas ya se usan a nivel
industrial y otras estan proximas a usarse (Rodiles & Zamora, 2021). Entre los
métodos que encontramos estan: Irradiacién con rayos gamma, rayos X y haces de
electrones, conservacion mediante alta presion, pulsos de campos eléctricos,
calentamiento por infrarrojo, calentamiento 6hmico, microondas, atmosferas

modificadas, envases inteligentes y luz ultravioleta (Castro, 2011).
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2.1.5 Luz Ultravioleta

La radiacion UV es una tecnologia hovedosa ampliamente utilizada como un método
de conservacion fisico para desinfectar agua y superficies, desde que cientificos e
investigadores descubrieron el potencial que posee para causar dafio a nivel de
acido desoxirribonucleico (ADN). Motivo por el cudl, hoy en dia es utilizada también
para la pasteurizacion de productos alimenticios desde que fue aprobado por la FDA

como método de pasteurizacion de jugos de frutas (Ochoa et al., 2020).

En elafie 1801, el fisico aleman Johann Wilhelm Ritter descubrio que la radiacion
invisible situada justo detras del color violeta del espectro visible provocaba en
diferentes materiales cambios quimicos, su experimento se basé en impregnar
papel con cloruro de plata y al aplicar esta radiacion el papel se oscurecia, asi fue
como denominé a estos rayos “rayos desoxidantes” y posteriormente “rayos
quimicos”; en 1877, los cientificos Arthur Downes y Thomas Blunt reportaron que el
crecimiento de bacterias habia sido inhibido por exposicion a luz solar (Hockberger,
2000).

En 1901, se empezo a aplicar luz UV a partir del desarrollo de fuentes artificiales
como las lamparas de vapor de mercurio, pero estas eran poco confiables y
rentables por lo que no se difundi6 a gran escala esta tecnologia. En afios
posteriores se descubrié que el cuarzo era un material excelente para contener las
lamparas de luz UV. Fue hasta el afio de 1910, en la ciudad de Marsella, en donde
se llevaron a cabo los primeros intentos para usar la radiacion UV como
desinfectante de agua; pocos afios después en Estados Unidos se utilizd para
proveer a los barcos de agua potable (Wright & Cairns, 1998). Esta tecnologia de
esterilizacion tuvo un gran avance después de la segunda guerra mundial, a partir
de 1950 y hasta 1970, cuando se descubri6 la estructura del ADN lo que conllevo a
la explicacion por la cual funcionaba la luz UV. Y aunque el incremento en la
utilizacion de antibiéticos y sustancias desinfectantes opaco el auge de la tecnologia

UV, en 1990 cuando los microorganismos empezaron a crear resistencia a ellos
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resurgio la luz ultravioleta nuevamente como método de desinfeccion, empezando

a tomar gran fuerza e importancia en varias areas (Cabral, 2017).

Actualmente, distintos tipos de industrias utilizan la radiacion UV-C para la
desinfeccidn del agua en sus plantas, ya que ha resultado ser un método amigable
con el ambiente, ademas de no provocar cambios significativos en cuanto al olor,
sabor o apariencia del agua, eliminando por completo el uso de aditivos como el
cloro, el cual genera compuestos organoclorados que pueden ser potencialmente

peligrosos para el ser humano, el medio ambiente y otros seres vivos (Wolfe, 1990).

La radiacion UV es parte del espectro electromagnético y se encuentra entre las
longitudes de onda de los rayos X y la luz visible. Con longitudes de onda que
comprenden entre los 10 y los 400 nm. Segun el &rea de estudios, la radiacién UV
tiene dos clasificaciones en las que el rango de longitudes de onda es distinto
(Wilches et al., 2021). (Tabla 1)

Tabla 1 Clasificacion de la luz ultravioleta, de acuerdo a la longitud de onda

Clasificacién convencional

UVA 320-400 nm

UvB 280-320 nm

uvcC 200-280 nm

Clasificacion astrocientifica

UV cercana (NUV) 300-400 nm
UV media (MUV) 200-300 nm
UV lejana (FUV) 100-200 nm
UV extrema (EUV) 10-110 nm

Tomado de: Wilches et al., 2021.

La radiacion UV-C se divide en dos subclases: Lejana, abreviada como UVC-L, esta
comprende entre los 207 y los 222 nm, y UV-C germicida (UVC-G) que va de 254 a
265 nm (Horton et al., 2020; Kim et al., 2016).
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La luz solar es la principal fuente de radiacion UV-A y UV-B que es emitida a la
tierra, las moléculas de ozono absorben el 99% de la radiacion ultravioleta, y de no
ser por el ozono estratosférico la vida en el planeta tierra no seria posible tal como
la conocemos. La UV-A es capaz de penetrar la piel causando dafios fisicos como
manchas y arrugas en los humanos, mientras que la UV-B provoca quemaduras
solares mas graves, dafios al sistema inmunoldgico y deterioro de la vista, ademas
de ser la principal causa del cancer de piel (Sanchez, 2008). La radiacion UV-C no
despliega su energia a la tierra debido a que la gran mayoria es absorbida por el
oxigeno atmosférico antes de que esta atraviese la capa de ozono y por lo tanto es

producida unicamente de manera artificial (Mackenzie, 2020; Mishra, 2020).

Las principales fuentes artificiales de radiacion UV son las lamparas negras de
vapor de mercurio de media presion, que emiten radiacion UV-C con un pico a 254
nm, su carcasa puede estar hecha de cuarzo natural o cuarzo sintético, ésta cubierta
es necesaria para transmitir la radiacién UV-C y por la resistencia que posee a la
alta temperatura a la que funciona, entre 500 y 900°C (razon por la cual estas
lamparas no son recomendables para uso en materiales que son sensibles al calor
debido a que pueden deformarlos), son funcionales a 100 KPa, son libres de ozono
y su vida util va desde 1000 hasta 1500h. Otra fuente de radiacion UV son las
lamparas de mercurio de baja presion, también conocidas como “lamparas
germicidas”, generalmente constan de dos tubos coaxiales con una mezcla de gas
de mercurio y argon en el interior y se consideran de baja presion porque son
funcionales a 1 Pascal, estas lamparas tienen la capacidad de convertir hasta el
40% de energia eléctrica en radiaciéon UV-C con una emision monocromatica a 254
nm para aplicaciones germicidas y trabajan a una temperatura de entre 5°C a 40°C
su vida util es hasta de 16000 h (Wilches et al., 2021).

Ambos tipos de ldmparas cuenta con un largo historial de uso entre los cuales
encontramos la desinfeccién de aguas residuales para la eliminacién de bacilos y
bacterias provenientes del tracto gastrointestinal de humanos y animales (Chevrefils
et al., 2006). Sin embargo, el uso de mercurio en estas lamparas suscita problemas

ambientales para su eliminacion por lo que existe otra alternativa, las lamparas
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excimer. La lampara de excimeros es también una fuente de luz ultravioleta
producida por la emision espontanea de moléculas de excimeros. Estas lamparas
estan compuestas por un gas noble y un halégeno. Las mas importantes para fines
de desinfeccion son las de XeBr y KrCl que emiten radiacion UV a 222 nm y 282
nm, respectivamente, las excimer no son tan eficientes como las lamparas de
mercurio anteriormente mencionadas pero son mas amigables con el medio
ambiente y funcionan bien para la desinfeccién de agua potable y aire, ademas no
necesitan calentarse para funcionar ya que la temperatura de la pared es menor a
100°C (Schalk et al., 2006; Ahmad et al., 2017; Naunovic et al., 2008; Mishra, 2020).

Las fuentes de radiacion se caracterizan por su potencia, es decir, por su irradiancia
o intensidad y por su dosis o fluencia. La dosis hace referencia a la cantidad de
energia emitida por unidad de area del material o del tejido irradiado y la intensidad
se refiere a la dosis emitida por unidad de tiempo (Bachmann, 2020). La eficacia de
la esterilizacion con radiacion UV dependera en gran medida de las propiedades
Opticas del material irradiado, tales como: el coeficiente de dispersion, coeficiente
de absorcion, indice de refraccion y anisotropia, todas pueden estar relacionadas
con el grado de penetracion que se logra con la radiacion en el material o en el
alimento irradiado y por lo tanto con el grado de dafio provocado (Matthes, 2004;
Wang & Wu, 2007; Fernandez et al., 2013). Asi como también el tiempo de

exposicion sera un factor determinante en la desinfeccion con UV-C.

La luz ultravioleta de onda corta (UV-C) que comprende la longitud de onda ubicada
entre 200 y 280 nm (Fig.1), es una forma de radiacion “no ionizante”. Es la mas
peligrosa debido a que su capacidad de penetracion es suficiente para llegar a las
membranas celulares y causar dafios en el ADN, ARN y proteinas, provocando
mutaciones en las células, de aqui radica su capacidad germicida ya que provoca
también dafos en la replicacion y transcripcion del material genético de bacterias,

hongos y virus.
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Figura 1. Espectro electromagnético. Fuente: Adaptacion extraida de Guerrero

Beltran & Barbosa Canovas, 2004.

Ademas se debe considerar también que el pico de absorcién de radiacion UV para
acidos nucleicos se encuentra entre 250 y 260 nm (Sharma, 1999), por lo que la
mayor contribucién mutagénica esta dada por la UV-C, sin embargo la UVB también
puede causar dafios al material genético para valores de fluencia altos (Buonanno
et al. 2013; Cadet & Douki, 2018). Y con la UV-A se necesitarian mayores dosis

para lograr una absorcion en proteinas y acidos nucleicos.

Particularmente en la industria alimenticia, la radiacion UV-C es la que se utiliza
como tratamiento no-térmico, de baja temperatura, que produce subproductos poco
toxicos 0 no toxicos significativos durante el tratamiento, con una pérdida minima
de atributos sensoriales y un bajo consumo de energia (Silveira et al., 2015). Se ha
demostrado que la luz UV-C, en particular, tiene efectos letales en bacterias,
levaduras, mohos y virus. Aunado a esto el tratamiento con UV-C es capaz de
inactivar las esporas bacterianas. Los efectos que puede tener la luz UV-C sobre
los microorganismos dependen de muchos factores; entre estos, las especies y
cepas con las que se esté tratando, el medio de crecimiento y la etapa en la que se

encuentre el cultivo al momento de la irradiacion (Wright et al., 2000).
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Cada especie microbiana tiene un grado de resistencia caracteristico a la radiacion
ultravioleta. Este factor depende de la fase de crecimiento y del estado fisiolégico
en el que se encuentran las células microbianas, algunos factores que por ejemplo,
causan un aumento en la resistencia a la radiacion UV es el agrupamiento de las
bacterias y la formacion de capsulas (Suarez, 2001). La efectividad de la irradiacion
con luz UV-C dependera también del tipo y la composicion del alimento irradiado ya
que la capacidad de penetracién se puede ver disminuida cuando los productos
liquidos contienen solidos en suspensién 0 no son transparentes en su totalidad. El
tamafio de los microorganismos también puede afectar en la correcta
pasteurizacion, por ejemplo, los hongos y las levaduras presentan un alto grado de
resistencia durante la desinfeccion debido a su mayor tamafio (Guerrero & Barbosa,
2004). Los fotones de la luz UV-C son capaces de causar entrecruzamiento entre
bases nucleotidicas de pirimidina vecinas (timida y citosina) en la misma hebra de
ADN; esta mutacién puede afectar la formacion de enlaces de hidrogeno en la
cadena opuesta de este modo los procesos de transcripcion y replicacion del ADN
se detienen, provocando el retraso de la reproduccién o la muerte celular (Ochoa et
al., 2020). De este modo se restringe la capacidad de los microorganismos para
crecer y multiplicarse. Los efectos de la reticulacion en el ADN son proporcionales
a la cantidad de luz UV-C a la que se ven expuestos los microorganismos. La
radiacion UV-C también es capaz de provocar mutaciones en el ADN del organismo

lesionado (Sastry et al. 2000).

Una de las grandes ventajas que tiene el uso de luz UV-C como método de
conservacion es que tiene menos efectos negativos en compuestos bioactivos tales
como la vitamina C, los compuestos fendlicos de frutas y otros productos, asi como
la capacidad antioxidante, esta ultima dependiendo de la fruta o el alimento
irradiado. En cuanto a los atributos sensoriales también se ha estudiado y llegado a
la conclusion de que la luz UV-C no provoca grandes cambios en cuanto al olor,
dulzura, sabor y acidez, siempre y cuando no sean grandes dosis de irradiacion y
dependiendo del alimento (Guerrero & Ochoa, 2021). Por estas razones la radiacion
UV-C se considera una tecnologia no térmica viable para sustituir procesamientos

térmicos, con la que se pueden ofrecer alimentos seguros porque estan libres de
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microorganismos y enzimas peligrosos, y con caracteristicas muy similares a los

alimentos frescos (Butz & Tauscher, 2002).

La cantidad de microorganismos que pudieran estar presentes en un producto
alimenticio, se vincula directamente al potencial genético que posee el propio
microorganismo para sobrevivir y reproducirse, y de los parametros fisico-quimicos
del medio en el que se encuentra. Algunos de los factores influyentes son: la
contaminacion que pudo darse previamente, la cantidad de nutrientes presentes en
el medio que el microorganismo es capaz de utilizar para fines energéticos y
biosintéticos, el pH, la temperatura, la actividad de agua (Aw), la presencia de
conservadores y aditivos, la composicién atmosférica y la salinidad (Whiting, 1993).
Bajo estos factores los microorganismos pueden presentar tres comportamientos:
Crecimiento, inactivacion o muerte y supervivencia. El crecimiento microbiano se

puede subdividir en cuatro fases:

1. Fase lag: Periodo de ajuste metabdlico, en este los microorganismos se
adaptan a las condiciones del medio en el que se encuentran. El nUmero de
microorganismos permanece constante, y una vez adaptados al medio
empieza su multiplicacion lentamente.

2. Fase de crecimiento exponencial o fase logaritmica: Periodo en el que los
microorganismos se multiplican y aumentan su nimero exponencialmente
cada determinado tiempo. Bajo las condiciones ambientales apropiadas la
velocidad de crecimiento es maxima.

3. Fase estacionaria: Debido al consumo de nutrientes esenciales y a la
acumulacion de metabolitos inhibidores se establece un equilibrio entre la
reproduccion y muerte de los microorganismos, por lo que el numero de
microorganismos permanece constante.

4. Fase de muerte o declive: El nimero de células que mueren supera a las que
se forman, debido a que las condiciones que prevalecen no pueden sostener
mas el crecimiento.

(Tortora et al., 2007)
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2.2 Modelos matematicos

Infortunadamente, en la actualidad la incidencia de las enfermedades que son
transmitidas por alimentos no cesa, los métodos usados tradicionales son
insuficientes para tratar de forma verdaderamente eficiente la seguridad
microbiologica alimentaria. La industria de alimentos ha considerado esta
problematica, ademas del aumento de la poblacidbn que es susceptible a las
enfermedades transmitidas por alimentos, estos han sido los motivos por los cuales
se han ido desarrollando estrategias para garantizar la inocuidad de los alimentos.
Dentro de estas estrategias est4 la microbiologia predictiva (Klotz, 2011). La
microbiologia predictiva es un area de investigacion que se encuentra dentro de la
ciencia de los alimentos y se basa en la premisa de que las respuestas de las
poblaciones de microorganismos a los factores ambientales son reproducibles,
siendo asi posible, desde observaciones realizadas, predecir las respuestas de
estos microorganismos en otras condiciones similares (Ross, 2000) En la
microbiologia predictiva se utilizan y crean modelos matematicos para determinar la
cinética del crecimiento microbiano y en funcién de esto estimar su comportamiento
(Lopes, 2018) y los efectos probables de factores intrinsecos como pH, actividad de
agua (Aw) y temperatura en el crecimiento de todos los microorganismos patégenos

de los alimentos (McClure et al., 1994).

Los primeros registros que se tienen de la utilizacion modelos predictivos fueron por
Esty y Meyer en 1922, sus estudios se utilizaron para describir el tratamiento térmico
necesario para destruir esporas del microorganismo Clostridium botulinium, aunque
es su momento no fue reconocido como modelo mateméatico (Whiting & Buchanan,
1997).

Estos modelos que se realizan de manera empirica abren las puertas a una
evaluacion de riesgos cuantitativa en el campo de la microbiologia alimentaria
(Whiting & Buchanan, 1997). Esta técnica ha sido bastante aceptada a nivel mundial
porque es una herramienta Util para garantizar la rigurosidad de los procesos

preventivos de inocuidad alimentaria y de esta manera asegurar que los alimentos
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gue llegan a los consumidores estan totalmente libres de microorganismos (ICMSF,
1997). Sin embargo, a medida que han mejorado las técnicas para cuantificar los
efectos de los pardmetros que son importantes en el crecimiento microbiano se han
puesto en tela de juicio los procesamientos térmicos tradicionales (Peleg & Cole,
1998). Por ello esta el interés en utilizar la microbiologia predictiva en el analisis de

técnicas de conservacion mas recientes, como el de la luz UV-C.

Un modelo es una expresion matematica que describe comportamientos
determinados. El término “modelo matematico” se refiere a un grupo de hipotesis
basicas sobre procesos estudiados, algunos expresados con ecuaciones
diferenciales o por medio de funciones, las cuales son una abstraccion matematica
de un sistema fisico real para facilitar la descripcibn de un modelo en particular
(Baranyi & Roberts, 1995).

El objetivo del modelo es obtener un esquema teorico que permita comprender,
interpretar y predecir el comportamiento del sistema cuando sobre él se generen

determinadas condiciones iniciales (Llavador, 2017).

Para realizar la evaluacion de riesgo microbiolégico de un microorganismo es
necesario describir el proceso de inactivacion durante el tratamiento de
esterilizacion aplicado. Los modelos matematicos ayudan a describir el
comportamiento del microorganismo bajo las condiciones ambientales otorgadas
(Garre Pérez et al., 2016).

Un buen modelo se elabora partiendo de una buena identificacion del sistema que
se esta estudiando para finalmente dar una interpretacién cientifica de los datos
experimentales que se obtuvieron. En el proceso de elaboracion del modelo

matematico de un sistema, se pueden establecer las siguientes fases.

1. Recopilacidén de informacion y conocimientos previos sobre el sistema que
sera estudiado.
2. Inspeccionar cuales son las caracteristicas del entorno que afectan al

sistema.
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Planteamiento del objetivo y alcance que tendra el modelo

4. Identificar y reconocer las razones que causan las diferentes variables en el
sistema.

5. Descripcion matematica de la estructura del modelo.

6. Iniciacion del modelo.

7. Finalmente se realiza una comprobacion o validacién del modelo a partir de
nuevas observaciones del sistema y una estimacion de la incertidumbre de

las predicciones (Llavador, 2017).

Con esto podemos agrupar los elementos que posee un modelo matematico en

las cinco categorias siguientes:

1. Variables externas: Estas actlan para establecer el control del ambiente
externo sobre el sistema, por lo que también se denominan variables de
control.

2. Variables internas: Que se dividen en dos categorias;

a) Variables de estado: Estas representan el estado interno del sistema.
b) Sumideros: Representan los puntos de retorno desde el interior del
sistema al ambiente externo.

3. Ecuaciones matematicas: Reproducen las relaciones entre los componentes
del sistema.

4. Pardmetros: Son términos numeéricos de las ecuaciones matematicas cuyo
valor permanece constante en un determinado dmbito de aplicacion del
modelo, pueden tomar valores distintos en otros ambitos.

5. Constantes: Términos numéricos de las ecuaciones matematicas cuyo valor
es invariable dentro de un amplio marco espacial y temporal de aplicaciéon
del modelo (Llavador, 2017).

2.2.1 Modelos lineales

La variable de funciones que se pueden utilizar para representar una variable Y en

términos de otra variable X es enorme, pero en las ciencias experimentales lo que
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se busca es una funcion (modelo) que sea lo méas sencilla posible, siempre que
exprese razonablemente bien el fendmeno experimental que se quiere estudiar. Se
considera una variable “respuesta” a Y, que va cambiando a lo largo del tiempo
segun un modelo de progresion aritmética. Las dos condiciones que regulan una

evolucion aritmética son las siguientes:

1) En el instante inicial (t=0), la variable respuesta tomo un valor Yo.
2) Cada unidad de tiempo que pasa, la variable respuesta, es decir Y, varia una

cantidad fija m (donde m puede ser positiva o0 negativa).

Es muy facil determinar el valor de la variable respuesta, Y, cuando han transcurrido

una, dos o tres unidades de tiempo.

Cuando se colocan los datos en una grafica se obtiene una recta de pendiente m,

es de ahi de donde viene el nombre de modelo lineal (Horra, 2019).

2.2.2 Modelos matematicos no lineales

Un proceso fisico efectivo es necesario para el correcto control en la eliminacién de
patdgenos y la consecucion de alimentos seguros. Por ese motivo se han utilizado
modelos matematicos ya que son una herramienta Gtil para estimar qué tan
efectivos son algunos métodos de conservacion para los alimentos. Recientemente
se han utilizado modelos mateméticos para evaluar la inactivacion por tratamiento
con luz UV-C en productos alimenticios liquidos. Estos modelos comUunmente son
aplicados en el procesamiento de los alimentos para evaluar el efecto que tienen
diferentes variables intrinsecas o extrinsecas sobre los microorganismos que estan
presentes en los productos alimenticios, sobre todo para métodos térmicos. Hoy en
dia se utilizan también para evaluar el efecto de nuevas tecnologias sobre la carga

microbiana en los alimentos (Ochoa, 2020).

La mayoria de los modelos matematicos que son usados convencionalmente en
estudios tedricos y practicos son lineales porque son mucho mas manejables que
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los no lineales y pueden representar en forma precisa el comportamiento de
sistemas reales. Sin embargo, los avances tecnoldgicos actuales han generado una
enorme variedad de nuevos problemas y aplicaciones que no son lineales en
esencia. Por ejemplo, algunos fendmenos no lineales tales como equilibrios
multiples, bifurcaciones y caos, se observan comunmente en aplicaciones
modernas importantes. Estos fendmenos no lineales no se pueden describir
mediante dinamica de modelos lineales, por esa razén es necesario el uso de

modelos no lineales (Hassan, 2002).

En general, en la inactivacion de microorganismos se pueden observar cuatro tipos
de curvas de supervivencia; curvas lineales, curvas con hombro, curvas con colay
curvas sigmoideas (Xiong et al., 1999). Para representar la inactivacion microbiana
a través de modelos matematicos se han propuesto, ademas del modelo lineal,
alternativas como el modelo de primer orden, el modelo de Weibull, Gompertz,
Baranyi, Logistico entre otros (Guerrero & Ochoa, 2021).

Los modelos mateméticos de primer orden, como el modelo de Weibull, consideran
que cada microorganismo presente en una poblacién se inactiva en un momento
especifico; por lo tanto, hay un espectro de resistencia a la muerte en la poblacién
y la forma de la curva de supervivencia estara determinada por la distribucion, de
forma que tienen diferentes parametros de distribucion (Garcia et al., 2018). El
modelo de Weibull es un modelo de dos parametros: el parametro b (corresponde
a la velocidad o a la tasa de crecimiento o muerte) y el parametro n (este
corresponde a la forma que tiene la curva de supervivencia semilogaritmica), si n
es mayor a 1 la curva de supervivencia semilogaritmica presenta una concavidad
bastante pronunciada hacia abajo y la distribucién tiene un sesgo a la izquierda, por
el contrario, sin es menor a 1y la distribucion tiene un sesgo a la derecha, la curva
de supervivencia semilogaritmica es convexa porque tiene una concavidad muy
notable hacia arriba, esto dependera del valor de b (Peleg et al., 1997). Ese valor
nos dice cOmo se comporta el microorganismo en su crecimiento o en su muerte.

Por su parte el modelo de Gompertz modificado se ajusta bien a la cinética

sigmoidea, es decir, aquella que se presenta un comportamiento inicial hacia arriba
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(de hombro), seguido de un comportamiento exponencial para finalmente exhibir un
comportamiento de cola, hacia abajo (Linton et al., 1995). EI modelo de Gompertz
se puede definir como un modelo cinético y primario, un modelo cinético se basa en
la respuesta del agente de estudio, asi como en su crecimiento o supervivencia bajo
determinadas condiciones (McMeekin, 1993), por su parte, un modelo primario
describe el nimero de microorganismos en funcion del tiempo cuantificandolo en
Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml), en formacién de toxinas o
metabolitos (Coll et al., 2017). EI modelo de Gompertz modificado se conforma por
tres pardmetros el a, b y c. El parametro a es el crecimiento maximo o la muerte
maxima que se alcanza en un proceso. El parametro b es asociado con el parametro
A junto con el parametro c. El parametro A nos indica la fase de latencia, esta fase
se refiere al tiempo durante el cual el microorganismo resiste y se mantiene ante el
tratamiento antes de que este empiece a matarlo o por el contrario, empiece a
reproducirse mas. El parametro 1 es la velocidad de muerte o la velocidad de

crecimiento

El modelo Baranyiy otros, han sido utilizados en tratamientos térmicos y no térmicos
para identificar los efectos que ocasionan diferentes factores como la temperatura,
la presion, la dosis de irradiacion, el pH y la actividad de agua sobre la inactivacion
de microorganismos nativos, microorganismos de descomposicion @y

microorganismos patdgenos (Ochoa et al., 2020).

Algunos articulos indican que el modelo logaritmico lineal es el mas sencillo y por lo
tanto el mas utilizado para realizar evaluaciones del efecto que tiene la luz UV-C
sobre la inactivacion de microorganismos que estan presentes en liquidos, su
simplicidad radica en que se observa y analiza la proporcionalidad que existe entre

la concentracion microbiana y la tasa de inactivacion.

Pese a esto, en algunas investigaciones las curvas que presentan los
microorganismos en cuanto a su supervivencia no siguen el orden Log-Lineal, esto
provoca que se pueda subestimar o bien sobreestimar la letalidad que tuvo el

proceso de esterilizacion aplicado, dependiendo de si la curva de supervivencia
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semilogaritmica exhibe un comportamiento descendente (cola) o ascendente
(hombro) (Peleg, 1998). Y en consecuencia no se le da una valoracion correcta al
tratamiento empleado. Es en estos casos en los que los modelos no lineales

cumplen una tarea muy importante.

Cuando se utilizan modelos matematicos se deben tomar en cuenta varias etapas
(Garcia, 2003): En la etapa del disefio del modelo se debe definir el objetivo
experimental, conocer las variables y su relevancia, determinar el rango de
fluctuacion de las variables, seleccionar el medio, conocer las caracteristicas del
microorganismo y si compite con otros microorganismos (Cedron, 2016). La
segunda etapa es la acumulacion de datos que se obtienen de la parte experimental,
estimando de manera directa o indirecta los valores del parametro que estamos
estudiando, se pueden utilizar la técnica de recuento en placa. Posterior a esto se
hace el ajuste de la curva, una vez que tenemos los datos, se modela la curva de
crecimiento del microorganismo (Garcia, 2003), pudiéndose derivar asi los
pardmetros que se tuvieron en cuenta y que afectan a la curva obtenida (Whiting,
1993). Finalmente se logra la obtencion del modelo, se realiza una validacion y la

prediccion.

29



3. JUSTIFICACION

Durante las ultimas décadas la radiacion con luz UV-C ha sido una tecnologia
altamente eficaz para eliminar microorganismos patégenos en distintos sectores. En
la industria alimentaria, se ha utilizado ampliamente para la desinfeccién de
superficie, agua y algunos alimentos liquidos. Sin embargo, al ser una tecnologia
emergente, existen diferentes factores por investigarse y estudiarse. En este
sentido, la utilizacién de soluciones modelo pueden ayudar a la valoracién general
del efecto de algunos factores presentes en un alimento y con ayuda de los modelos
matematicos poder conocer el efecto de estos factores sobre la inactivacion
microbiana y, en consecuencia, la seguridad alimentaria. Dado lo anterior, este
estudio busca evaluar el efecto del tratamiento con luz UV-C sobre soluciones
modelo inoculadas con Lactobacillus rhamnosus, a dos diferentes velocidades de
flujo. Posteriormente se usardn modelos lineales y no lineales para conocer el efecto
de los factores estudiados sobre la inactivacion del microorganismo y saber con

mayor certeza el efecto de estos en la inactivacion microbiana por luz UV-C.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Aplicar modelos matematicos lineales y no lineales para evaluar el efecto de
la luz ultravioleta de onda corta sobre L. rhamnosus inoculado en soluciones

modelo.
4.2 Objetivos especificos

e Obtener las cinéticas de inactivacion por luz UV-C de L. rhamnosus inoculado

en soluciones modelo.
e Evaluar el efecto de tratamiento con luz ultravioleta de onda corta sobre la

inactivacion de L. rhamnosus mediante modelos lineales y no lineales.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO

En la Figura 1 se presenta el diagrama de trabajo llevado a cabo durante esta

investigacion.
Solucién modelo Formulaciones

pH3 —>»

pH6 —> 8°Bx, 10 *Bxy 12 °Bx

pH4.5 —» 8°Bx 10 "Bxy 12 °Bx

8 °Bx, 10 °Bxy 12 °Bx

B —

Inoculacion Concentracion

(10° UFC/ml )

Velocidades
ImlL/s
/: de flujo i

Tomade | 0,2,4,6,8 10,12, 16, 18 y 20 min
muestra

Durante T — — Temperatura

Siembra en placa 2
48 h P 35°C-37°C

Analisis de datos

Figura 2. Diagrama de trabajo para aplicacion de modelos matematicos lineales y
no lineales para evaluar el efecto de la luz ultravioleta de onda corta sobre
Lactobacillus rhamnosus inoculado en soluciones modelo.
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6. MATERIALESY METODOS

e Material de vidrio el necesario para cada determinacion.

e Material biolégico: L. rhamnosus.

e Reactivos los necesarios para cada determinacion, grado analitico o

alimenticio.

En las Tablas 2 y 3 se muestran los métodos y equipos que se emplearan en

este trabajo.

Tabla 2. Métodos y referencias utilizadas.

Determinacion Técnica Referencia
Analisis microbiolégico Método de vaciado en NORMA Oficial
placa en agar MRS Mexicana NOM-131-
SSA1-2012
Tabla 3. Equipos utilizados en este estudio.
Equipo Marca Modelo
Balanza analitica Pioneer™ OHAUS PA224C
Parrilla de calentamiento Cimarec Thermolyne
y agitacion
Autoclave CISA A6-25
Lampara de luz UV-C Stenner pump Company 170MD5
Micropipeta (10-100 pL) Brand TP200H
Micropipeta (100-1000 Brand TP342H
ML)
Potenciometro Conductronic® pH10

Refractbmetro

Atago
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7. METODOLOGIA
7.1Preparacion de soluciones modelo

Estas se prepararan con agua destilada, sacarosa y acido citrico. Se formularan 9
soluciones modelo siguiendo las concentraciones presentadas en la Tabla 4 Las

soluciones modelo se esterilizaran para garantizar la inocuidad de estas.

Tabla 4. Soluciones modelo utilizadas en este estudio.

Solucién modelo Concentracion de Solidos Solubles Totales (SST) (°Bx) pH
1 8 3
2 4.5
3
4 10 3
5 4.5
6
7 12
8 4.5
9 6

+ Inoculacion de soluciones modelo con el microorganismo Lactobacillus
rhamnosus El microorganismo L. rhamnosus se obtuvo del cepario de la
Facultad de Ciencias Quimicas. El microorganismo se descongel6 para su
posterior inoculacién en caldo MRS para reactivarlo. Una vez reactivado el
microorganismo se transfirié la solucion modelo hasta alcanzar una
concentracion de 1x1078 o 1x10"9 UFC/mL Unidades Formadoras de Colonias
por mililitro.

* Tratamiento con luz UV-C

Las soluciones modelo se procesaron con el equipo de luz UV-C construido y
ensamblado en la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP. Aproximadamente 2
L de solucién fueron procesados a una velocidad de 1 y 4 mL/s, para poder tomar

muestras a los tiempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18 y 20 min de proceso. Estas
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muestras fueron sembradas en placas de agar MRS se incubaron a una temperatura
de 35°C A 37°C y se realiz0 la lectura de las placas a las 48 horas posteriores a su

siembra.

+ Los modelos matematicos que se estudiaron son:

Modelo lineal

Donde No y N es la carga microbiana inicial y a un tiempo dado de proceso,
respectivamente, k es la constante del modelo y t es el tiempo de proceso.

Modelo de Weibull

N
log (—) = —bt"
"\ Ny

Donde No y N es la carga microbiana inicial y a un tiempo dado de proceso,
respectivamente, b es la escala de inactivacién y n es la forma de la curva de

inactivacién y t es el tiempo de proceso.

Modelo de Gompertz modificado

log (E) _ (oA B _ o el)
Ny

Donde No y N es la carga microbiana inicial y a un tiempo dado de proceso,
respectivamente, A es la forma de la curva de inactivacién (s), B es la velocidad de

inactivacion (1/s), C es la inactivacion total y t es el tiempo de proceso.

35



8. RESULTADOS

8.1Reduccion microbiana mediante aplicacion de luz UV-C

En la Figura 3 se presentan los resultados obtenidos de la inactivacion de
Lactobacillus rhamnosus inoculado en soluciones modelo tratadas con luz UV-C a

diferentes velocidades de flujo.
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Figura 3. Cinética de inactivacion de L. rhamnosus en soluciones modelo tratadas con luz
UV-C. a) 13.4 mL/s, b) 82.5 mL/s. m=°Bx=8, pH=3; = °Bx=8, pH=6; A= "Bx=10, pH=4.5;
e=12 °Bx, pH=3; [1=°Bx=12, pH=6.
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Se puede observar en la figura a (13.4 mL/s) que existe una menor inactivacion
comparada con la figura b (82.5 mL/s), en donde se puede apreciar que la
inactivacion microbiana es mayor y mas homogénea, reduciendo de -4.8 a -6.0
ciclos logaritmicos con una velocidad de flujo baja y de -5.8 a -6.4 ciclos logaritmicos
a una velocidad de 82.5 mL/s. Resultados similares fueron encontrados por Wright
et al. (2000) en un estudio realizado con sidra de manzana inoculada con E.coli;
ellos determinaron que se redujeron 3.81 ciclos logaritmos al variar la velocidad de
flujo en un rango de 999.9 a 6,480 mL/min, de igual manera en un estudio realizado
por Ochoa Velasco et al. (2014) establecieron que los cambios en la velocidad de
flujo influyeron de manera positiva en la inactivacion de E. coli y Salmonella
typhimurium en leche de coco que fue tratada con luz UV-C, aumentando la
reduccion logaritmica de ambos microorganismos, en el caso de S. typhimurium la
reduccion fue de -3.5 + 0.1 a-4.1+ 0.1 ciclos logaritmicos y para E. coli fue de -2.3
+ 0.1 a 4.1 £ 0.1. Pese a esto, en ninguno de los estudios fue suficiente el
tratamiento con luz UV-C para alcanzar las reducciones logaritmicas que son
recomendadas por la FDA (2001) para alimentos liquidos, que es de 5 ciclos
logaritmicos.

Por otra parte, se aprecia que, durante los primeros minutos, la inactivacion
microbiana pareciera tener una tendencia lineal, pero posteriormente se observa un
fenémeno conocido como cola, lo cual se ha observado en otras cinéticas de
inactivacion. Por ejemplo, en un estudio realizado por Baysal et al. (2013) en el cual
se investigo el efecto de la luz UV-C sobre la inactivacion de las esporas de
Alicyclobacillus acidoterrestris en jugos comerciales pasteurizados de manzana y
uva blanca. Las reducciones de esporas no se ajustaron a los modelos de primer
orden debido a que presentaban un efecto de cola, por lo que optaron por utilizar el
modelo de Weibull y el modelo Log linear plus tail para ajustar sus datos
experimentales. En otra investigacion llevada a cabo por Char et al. (2010) en-—el
gue fueron utilizadas dos técnicas no térmicas: ultrasonido y luz UV-C. Se evaluaron
la supervivencia de E. coli, Saccharomyces cerevisiae y levaduras en jugo de

naranja, jugo de manzana y agua de peptona; los resultados mostraron curvas
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curvas con una concavidad hacia arriba y un pronunciado efecto de cola, sobre todo

en el agua de peptona y en el jugo de manzana.

La cola en las curvas de inactivacion con luz UV-C se puede atribuir a varios factores
entre ellos la agregacion de microorganismos y la presencia de subpoblaciones
bacterianas resistentes. Si al final de la curva de supervivencia hay presencia de
una fase de cola en la que la tasa de inactivacion disminuye, también se puede
relacionar con solidos en suspension que no permiten a la luz UV-C pasar a través
del sistema o0 a un tratamiento no homogéneo (Hijnen et al., 2006; Koutchma 2009;
Kuo et al., 2003).

8.2Modelo de primer orden

Dado los resultados anteriores se decidid evaluar la cinética de inactivacion de L.
rhamnosus mediante la cinética de primer orden durante los primeros 5 minutos y
la cinética completa utilizando el modelo de Weibull y Gompertz modificado (Figura
2). La Tabla 5 presenta los valores del tiempo de reduccion decimal (D) de L.
rhamnosus inoculado en soluciones modelo e irradiado con luz UV-C. El valor de D
es indicativo de la resistencia que presenta el microorganismo al tratamiento, a
menor valor de D mayor es la resistencia de este. En la Figura 4 se presenta las
cinéticas de inactivacion de primer orden de L. rhamnosus tratado con luz- UV-C.
Se observa que el comportamiento lineal s6lo se da en los primeros minutos de
tratamiento, por lo que se procedi6 a trabajar con una cinética de primer orden solo
durante estos minutos. Al comparar las velocidades de flujo, se puede observar que
todos los tratamientos con una mayor velocidad logran superar los 5-log
demandados por la FDA después de 5 minutos de tratamiento, mientras que a
menor velocidad (Figura 4a) se aprecia que so6lo unas cuantas condiciones de
proceso logran alcanzar las reducciones logaritmicas, después del mismo tiempo
de tratamiento. Lo anterior se basa en que, al incrementar la velocidad de flujo, se
genera turbulencia en el liquido, lo que provoca que exista una mayor superficie de
intercambio entre la lampara UV-C y el liquido que contiene al microorganismo. Lo

anterior fue demostrado en un estudio realizado por Koutchma et al. (2004) en
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donde se observo el efecto de la turbulencia en la inactivacion de E. coli en sidra de
manzana. En el tratamiento con luz UV-C los resultados arrojaron que a una
velocidad de 166 mL/s y durante los primeros 5 minutos de tratamiento, la
inactivacion tuvo un comportamiento lineal y alcanzé hasta —2 log, mientras que a
una velocidad de flujo de 57 mL/s solo se alcanzan —1.3 log en 15 minutos de
tratamiento. Con estos resultados se puede deducir que, al aumentar la velocidad
de flujo también aumenta la cantidad de turbulencia y el tratamiento es mas eficiente
en los alimentos que por sus caracteristicas pudieran presentar mas dificultades por
su color, los sdlidos solubles e insolubles que contienen y que interfieren en la

eficacia del tratamiento con luz UV-C (Matak et al., 2005).

Normalmente, las cinéticas obtenidas en la inactivacibn microbiana siguen un
modelo de inactivacion de primer orden. Este fendmeno se atribuye a que la
poblacion bacteriana no se destruye al instante de ser expuesto al agente letal, la
muerte es lineal y a medida que la poblacion va muriendo lo hace a intervalos
constantes en iguales proporciones. De este suceso surge la linealidad durante los
primeros minutos del tratamiento de pasteurizacion (Rodriguez Vargas, 2016). No
obstante, es comun observar una disminucion en la tasa de inactivacion con tiempos
de proceso prolongados después de haberse inactivado la mayor parte de la

poblacién microbiana existente en un inicio (Vitzilaiou, 2022).
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Tabla 5. Valor de D (5 min de tratamiento) de la inactivacion de L. rhamnosus en
soluciones modelo tratadas con luz UV-C.2

Velocidad de flujo (mL/s) SST (%) pH D (min) R?
8 3 0.89+0.00b 0.972
12 3 0.99+£0.00a 0.984
134 10 4.5 0.95+0.00a 0.966
8 6 0.96 £ 0.0la 0.968
12 6 1.00 £0.01a 0.953
8 3 0.86 £ 0.00b 0.957
12 3 0.80+£0.00c 0.918
82.5 10 4.5 0.73+£0.01d 0.933
8 6 0.85+0.00b 0.909
12 6 0.80+£0.02c 0.967

aPromedio + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma columna indican

diferencia significativa (p < 0.05).
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Figura 4. Cinética de primer orden de inactivacion de L. rhamnosus en soluciones
modelo tratadas con luz UV-C. a) 13.4 mL/s, b) 82.5 mL/s. m= °Bx=8, pH=3; =
°Bx=8, pH=6; A= °Bx=10, pH=4.5; e=12 °Bx, pH=3; (1= °Bx=12, pH=6.

Lo anterior se puede corroborar en la Figura 5, en la que se presenta la cinética de

inactivaciéon L. rhamnosus en solucibn modelo con pH=3 y SST= 12%, como
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ejemplo del efecto de la velocidad de flujo. En donde la linea azul representa la
velocidad de flujo de 13.4 mL/s y cuya reduccion microbiana es de 4 ciclos
logaritmicos. Por su parte, la linea de color gris muestra el comportamiento del
microorganismo cuando el tratamiento se lleva a cabo a una velocidad de flujo de
82.5 mL/s y la reduccion logaritmica se ve aumentada hasta 5 ciclos logaritmicos.
Esto es comparable con een los resultados reportados por Ochoa Velasco y
Guerrero Beltran (2013), en donde presentaron el modelo cinético de primer orden
para microorganismos mesofilos y Zygosaccharomyces bailii, en jugo de pitaya
tratado con luz UV-C a diferentes caudales y tiempos de tratamiento. Los resultados
arrojaron que cuanto mayor son las velocidades de flujo y los tiempos de
tratamiento, mayor es la inactivacion del mesofilo aerdbico y de la levadura,
obteniendo una reduccion de casi 2.0 ciclos logaritmicos con una velocidad de flujo
de 30.33 mL/s, mientras que a una velocidad de flujo menor de 16.49 mL/s solo se

redujeron 1.2 ciclos logaritmicos.

6

Tiempo (min)

Figura 5. Efecto de la velocidad de flujo sobre la inactivacion de L. rhamnosus
inoculado en solucion modelo (pH= 3, SST= 12) utilizando la cinética de primer

orden. Linea azul=13.4 mL/s, linea gris= 82.5 mL/s.
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8.3Modelo de Weibull

La Tabla 6 presenta los parametros de Weibull de la inactivacion de L. rhamnosus
inoculado en soluciones modelo después de ser tratadas con luz UV-C. Los
parametros de Weibull b y n, nos indican el tiempo y la resistencia del
microorganismo al tratamiento con luz UV-C, respectivamente (Ochoa Velasco et
al., 2020). En general, todos los parametros del modelo de Weibull mostraron un
buen ajuste (R?>0.900). Asi mismo, podemos notar que una velocidad de flujo mas
alta aumenta el parametro de b lo que significa que la tasa de inactivacion o de
muerte del microorganismo aumenta (Fig. 6). En este sentido, a una velocidad de
13.4 mL/s el resultado de b es de 2.41 £ 0.02 y al aumentar la velocidad a 82.5 mL/s
en la misma solucién, esta arroja una b igual a 3.67 + 0.09. En cuanto al parametro
n, todas las soluciones muestran un valor menor a 1, lo cual sugiere que los
microorganismos restantes al tratamiento se han vuelto mas resistentes, generando
una capacidad de adaptacion a la luz UV-C, este fendmeno es el que origina un

efecto de cola en la grafica (Ochoa Velasco, C.E., et al., 2020).

43



Tabla 6. Parametros de Weibull de la inactivacién de L. rhamnosus en soluciones

modelo tratadas con luz UV-C.2

Velocidad
_ SST
de flujo pH b n R?
(%)
(mL/s)
8 2.61 + 0.00d 0.35 = 0.00ab 0.942
12 2.15 + 0.02f 0.40 £ 0.00a 0.926
13.4 10 4.5 2.41 £ 0.02e 0.34 + 0.00ac 0.926
8 6 2.37 £ 0.04def 0.32 £ 0.01bc 0.951
12 6 2.37 = 0.09def 0.31 + 0.05bc 0.906
8 3 2.53 £ 0.02de 0.36 + 0.00abc 0.946
12 3 3.37 £ 0.05b 0.23+£0.01d 0.823
82.5 10 4.5 3.67 £ 0.09a 0.22 £ 0.01de 0.902
8 2.99 = 0.00c 0.28 = 0.00eg 0.980
12 6 3.00+0.11c 0.30 + 0.01bcg 0.958

Promedio + desviacién estandar. Diferentes letras en la misma columna indican

diferencia significativa (p < 0.05).

La cinética de inactivacion utilizando el modelo de Weibull se presenta en la Fig. 6.
En esta podemos apreciar el comportamiento del microorganismo cuando el
tratamiento es llevado a cabo a una velocidad de flujo de 13.4 mL/s, durante 12
minutos (Fig. 6a). A esta velocidad s6lo una de las soluciones alcanza —6.0 ciclos
logaritmicos, en cambio cuando aumenta la velocidad de flujo a 82.5 mL/s todas las
soluciones sobrepasan los -6 ciclos logaritmos (Fig. 6b), y el tratamiento resulta ser
mas eficiente. Los resultados obtenidos son comparables con lo realizado por
Ochoa Velasco et al. (2014), en donde se inoculd leche de coco con E. coliy S.
typhimurium y fue sometida a tratamiento con luz UV-C. Al someter la leche de coco
a tratamiento, con una velocidad de flujo de 0.46 mL/s, E. coli present6 un valor de
b igual a 0.058; mientras que, al aumentar el flujo hasta 30.33 mL/s el parametro de
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b aumenté a 0.433, el mismo fenédmeno ocurrié para Salmonella typhimurium, a las

mismas velocidades de flujo, b aumentd de 0.076 a 0.758.
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Figura 6. Simulacion de la inactivacion de L. rhamnosus en soluciones modelo
tratadas con luz UV-C utilizando el modelo de Weibull. a) 13.4 mL/s, b) 82.5
mL/s. m= °Bx=8, pH=3; ¢= °Bx=8, pH=6; A= °Bx=10, pH=4.5; =12 °Bx, pH=3; (/=
°Bx=12, pH=6.
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8.4 Modelo de Gompertz Modificado

En la Tabla 7 se presenta los datos obtenidos de la reduccién microbiana en las
soluciones modelo, ajustandolos al modelo de Gompertz. Se observa que a una
velocidad més alta la solucién con un pH de 6 y una concentracion de SST de 12%
tiene un aumento en A, parametro que indica la muerte maxima que se alcanza
durante el proceso. Es decir, se corrobora que a una velocidad de flujo de 82.5 mL/s
hay mayor tasa de muerte del microorganismo. Tal como este resultado otros han
sido obtenidos en diferentes investigaciones. Por ejemplo, en la realizada por
Fenoglio et al. (2020), en donde el objetivo fue analizar la inactivacion de un amplio
espectro de microorganismos en jugos claros y turbios procesados por luz UV-C,
entre los microorganismos evaluados se mencionan S. cerevisiae, E. coli, C.
parapsilosis y P. fluorescens. Los datos obtenidos fueron ajustados con tres
modelos diferentes, incluyendo el modelo de Gompertz y resulté que el pardmetro
C, relacionado con la poblacion que permanece viable al final del tratamiento,
superd las reducciones de ciclo logaritmico de 5.0 exigidas por la FDA. El modelo
de Gompertz ha resultado ser estadisticamente valido para ajustar los valores
experimentales de crecimiento bacteriano, porque presenta buen ajuste y ha
mostrado un alto porcentaje de correlacion entre las observaciones y predicciones
(Cayre et al. 2001).
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Tabla 7. Pardmetros de Gompertz modificado de la inactivacion de L. rhamnosus

en soluciones modelo tratadas con luz UV-C.2

Velocidad
de flujo =T pH A K A R?
(mL/s)
8 -6.09+0.04d 3.11+0.0la -0.35+0.03bc 0.972
12 -5.48 £ 0.06bc  3.34 + 0.06a 0.18 £ 0.05a 0.990
13.4 10 45 -5.23+£0.10b 3.77 £0.12ab 0.10 £ 0.06ab 0.983
8 6 -4.79+£0.02ab 3.83+0.23a -0.01+0.05abc 0.974
12 6 -459+041a 4.18+1.12a 0.03£0.18abc 0.943
8 3 -579+0.047bcd 3.71+0.13a -0.15+0.04bcd 0.928
12 3 -5.56 £ 0.27bcd 4.62 + 0.01a -0.41 £0.02d 0.917
82.5 10 4.5 -5.91£0.03cd 5.51+0.54b -0.23 £0.08cd 0.958
8 -5.58 £ 0.01bcd 3.84 +0.04a -0.50 £ 0.02d 0.897
12 6 -6.01 +0.11cd 3.76x0.13a -0.33+0.19cd 0.971

aPromedio + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma columna indican

diferencia significativa (p < 0.05).

La Fig. 7 muestra el ajuste de los datos utilizando el modelo de Gompertz. Es

evidente el efecto de la velocidad de flujo sobre la inactivacion de L. rhamnosus

inoculado en la solucion modelo (pH= 6, SST= 12). La linea azul representa los

resultados obtenidos a una velocidad de flujo de 13.4 mL/s y la linea gris una

velocidad de flujo de 82.5 mL/s. Para ambos flujos hay un aumento en la inactivacion

microbiana, sin embargo, a un flujo mayor se alcanzan hasta —6 ciclos logaritmicos.

Resultados similares fueron obtenidos por Ochoa Velasco et al. (2018), para la

inactivacién de S. typhimurium L.rhamnosus con luz UV-C, alcanzando 6 ciclos

logaritmicos de reduccién a una velocidad de flujo de 8 mL/s, mientras que con una

velocidad de flujo de 0.5 mL/s y 4 mL/s se alcanzan resultados muy cercanos, pero

menores a la velocidad anterior (Guerrero Beltran y Barbosa Canovas, 2005).
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Figura 7. Simulacion de la inactivacion de L. rhamnosus en soluciones modelo

tratadas con luz UV-C utilizando el modelo de Gompertz modificado. a) 13.4 mL/s,

b) 82.5 mL/s.
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CONCLUSIONES

Se observo que a una velocidad de flujo alta, se presenta un mayor efecto
sobre la inactivacion de L. rhamnosus, probablemente esto se deba a la
turbulencia generada durante el proceso.

El pH resulté ser determinante en la reduccion microbiana, a mayor pH mayor
es el efecto de muerte en los microorganismos.

La concentracion de solidos solubles totales presentes en las soluciones
modelo interfirieron de manera negativa en la reduccién de microorganismos,
a mayor concentraciéon menor muerte, debido a que las particulas impiden la
penetracion de luz UV-C.

El modelo de primer orden solo se pudo utilizar durante los primero cinco
minutos de tratamiento, pasado este tiempo el ajuste de datos no es
adecuado debido a una curvatura en la linealidad.

El modelo de Weibull presenté un mejor ajuste de datos que el modelo de
Gompertz modificado.

La luz UV-C resultd ser efectiva en la inactivacion de L. rhamnosus en
condiciones de pH acido, menor cantidad de sélidos solubles totales y a una
velocidad de flujo mayor; pH= 3, SST=8y 82.5 mL/s.

Se corrobor6 la utilidad de Los modelos matematicos lineales y no lineales
para predecir el comportamiento de microorganismos durante un proceso de

inactivacion con luz UV-C.
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10.RECOMENDACIONES Y/O PERSPECTIVAS

+ Utilizar otros modelos matematicos para tener un panorama mas extenso y
conocer otros parametros de relevancia asociados a estos modelos.

¢ Utilizar un microorganismo que sea Gram negativo y cuya proliferacion
pudiera tener mayor impacto en alimentos liquidos.

¢ Realizar cambios mas drasticos en cuanto a la velocidad de flujo en el
tratamiento con luz UV-C.

+ Evaluar una mayor cantidad y variedad de soluciones modelo, modificando

pH y concentracién de sélidos solubles, en mayores concentraciones.
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