¥y ¥ ¥y

Interciencia

HUFRDEVDA | rcovomesnn
A

interciencia@ivic.ve
Asociacion Interciencia

Venezuela

Zapata M., José E.; Martinez, Olga L.; Salazar, Blanca C.; Moreno, German; Gallego, Fernando
Inhibicién del crecimiento de escherichia coli por aplicacion de campos eléctricos pulsados de alta
intensidad
Interciencia, vol. 25, nim. 8, noviembre, 2000, pp. 391-397
Asociacion Interciencia
Caracas, Venezuela

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=33905006

Como citar el articulo e

Numero completo . ., e
P Sistema de Informacién Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=339
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=33905006
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=33905006
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=339&numero=4129
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=33905006
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=339
http://www.redalyc.org

INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE Escherichia coli
POR APLICACION DE CAMPOS ELECTRICOS PULSADOS
DE ALTA INTENSIDAD

José E. Zapata M., Olga L. Martinez, Blanca C. Salazar, German Moreno y
Fernando Gallego

RESUMEN

Se inactivaron células dEscherichia colATCC 95922 por los de 1,5 min. Se utilizdé un disefio factori3l ara estudiar el
aplicacion de campos eléctricos pulsados de alta intensidadfecto de la intensidad de campo, del pH y de los grados
(CEAI). Para el tratamiento con CEAI, las células fueron inocu-sobre la fraccién letal obtenida por aplicacion de los CEAI,
ladas en diferentes medios: glicerol al 5%, jugos de frutas ybservd un efecto estadisticamente significativo de la inten:
caldo nutritivo. La cepa fue llevada hasta la fase de crecimientde campo y los grados Brix, sobre el valor de la fraccion |
logaritmico antes de aplicarle cada tratamiento. Los resultadosbtenida; el pH no fue estadisticamente significativo como e
mostraron la posibilidad de inactivacion de hasta el 99% de lgrincipal pero la interaccion entre pH y grados Brix si lo fu
concentracion inicial de microorganismos, por aplicacion de dos
pulsos de 15 kV/cm sobre el medio de crecimiento, con interva-

SUMMARY

Cells of Escherichia colIATCC 95922 inoculated in differ- intervals. A factorial design®2was used to study the effects
ent media (5% glycerol, fruit juice and nutritive broth) were field intensity, pH and Brix degrees on the lethal fraction
inactivated by applying high intensity pulsed electric fieldstained by HIPEF. A statistically significant effect of the HIP
(HIPEF). The cultures were led to their logarithmic growing intensity and Brix degrees on the resulting lethal fraction
stage before applying each treatment. Results showed the possbserved. No significance of pH as main effect was obse
bility of elimination of up to 99% of the initial concentration of but pH and °Brix interaction was significant.
microorganisms, by applying two 15 kV/cm pulses with 1.5 min

Introduccion métodos de conservacion de desnaturalizacion de proteinas nuevas tecnologias donde
alimentos. Es asi como el de importancia y cambios en minimiza la utilizacion del
frio, la deshidratacion y los propiedades sensoriales, entre calor, por lo que se denom
aditivos quimicos, se cuentan otros. A partir del conoci- nan métodos no térmicos ¢
entre los métodos tradicional- miento de dichos efectos, se conservacion de alimento.

mente utilizados desde siglos han generado tendencias enentre las que se cuentan

Desde el descubrimiento
del fuego, el hombre ha utili-
zado el calor como medio
para preparar y conservar los

alimentos, por su capacidad
para eliminar los microorga-
nismos saprofitos y patdge-
nos. A medida que el conoci-

pasados. Con el refinamiento los consumidores a preferir
y la aplicacion de nuevas téc-
nicas para analisis bromatolo-

perfeccionado las técnicas alimentos conservados por (Dallas, 1997; Gould, 1995;

los alimentos conservados por
métodos que no alteren las
gicos se han encontrado algu- caracteristicas del alimento en
miento ha avanzado, se han nos efectos indeseables en lossu proceso de conservacién

para la utilizacién del calor y

métodos tradicionales, obser- Martin et al., 1994; Quinet

se han desarrollado diferentes vandose pérdida de nutrientes, al., 1995). Se han investigado

utilizacion de pulsos de lu
intensa, campos magnéticc
deshidratacion osmotica, a
mosferas modificadas, irradi
cion, campos eléctricos puls
dos de alto voltaje, altas pr
siones hidrostaticas y bact
riocinas (Mertens y Knorr

PALABRAS CLAVES / Campos Eléctricos Pulsados / Fraccion Letal / Potencial de Membrana / Ruptura Dieléctrica /

Disefio Factorial / Grados Brix /
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RESUMO

Serdo inativas as células descherichia colATCC 95922

pulsos de 15 kV/cm sobre o meio de crescimento, com intel
por aplicacdo de campos elétricos pulsados de alta intensidadde 1,5 min. Foi utilizado um desenho fatoridl Rara estudar c
(CEAI). Para o tratamento com CEAI, as células foram inocula€feito da intensidade de campo, do pH e dos graus Brix, ¢
das em diferentes meios: glicerol ao 5%, sucos de frutas e cak fragdo letal obtida por aplicacdo dos CEAI; foi observe
do nutritivo. A cepa foi levada até a fase de crescimentefeito estatisticamente significativo da intensidade de cam
logaritmico antes de aplicar cada tratamento. Os resultado®s graus Brix, sobre o valor da fragéo letal obtida; o pH r
mostraram a possibilidade de inativacdo de até o 99% da corfei estatisticamente significativo como efeito principal ma
centracao inicial de microorganismos, por aplicacdo de doisinteracéo entre pH e grau Brix foi significativa.

1992; Dun, 1995; Barboset
al., 1998; Pagaet al., 1998;
Rosellet al, 1998; Zapatat

al., 1999).
Una de las tecnologias
mas prometedoras para

inactivar los microorganismos
es la utilizacion de pulsos de
campos eléctricos de alta in-
tensidad (CEAI), que por ser
un método no térmico, con-

soriales y nutricionales mas
importantes de los alimentos.
Ademas requiere cortos tiem-
pos de aplicacion y presenta
alto rendimiento energético
(Rosell et al, 1998). La in-

los canales proteicos presentes

en la membrana (Teissie y
Tsong, 1980; Hofmann,
1986).

La aplicacion de campos
eléctricos produce un incre-
mento del potencial a través
de la membrana y como re-

Para la aplicacion de CEAI
en la conservacion industrial

de alimentos es necesario pro-

fundizar en el conocimiento de
las variables mas importantes

do sobre un microorganism
y se define en la ecuacion

FL=(C.-C,)/C, (1)

del proceso, que pueden ser Donde Ces la concentracio

variables relacionadas con el
microorganismo y el medio en

del microorganismo en el me
dio de crecimiento antes d

sultado se acumulan cargas que éste se encuentra, y varia- tratamiento, y Ces la concen
opuestas en ambos lados debles asociadas al sistema de tracion del microorganismo €
ésta, las cuales se atraen entregeneracion de los CEAI En el
serva las caracteristicas sen-si. Esta acumulacion de car- primer grupo estan la concen-

gas provoca por un lado una

compresién que reduce el es- presentes en el medio, la tem-

pesor de la membrana, con
fuerzas elasticas o viscoelasti-

cas restauradoras que se opo-

nen a la electrocompresion.

tracion y el tipo de electrolitos

peratura, el pH y la conducti-
vidad eléctrica del medio, el
tipo de microorganismo, la
concentracion celular y la eta-

vestigacion en este tema ha Cuando las fuerzas compresi- pa del crecimiento (Sale y

tomado un gran impulso en
los dltimos diez afios con la
aplicacién a productos flui-
dos, en pasterizacion princi-
palmente, siendo muy efecti-
va para inactivar células
vegetativas (Martiret al.,
1994, 1997; Quinet al.,
1995; Pagaret al., 1998;
Rosellet al, 1998; Zapataet
al., 1999).

La utilizacion de CEAI
para inactivar microorganis-

mos se basa en que las mem-

vas actlan mas rapidamente,
con disminucién del espesor
de la membrana, que las fuer-

zas elasticas restauradoras, sel1996). En el segundo grupo se

produce una ruptura local
(Crowley, 1973; Dimitrov,

1984). Por otro lado, muchos energia entregada, la frecuen-

canales proteicos sensibles al
potencial de membrana se
abren, permitiendo el flujo

i6nico a través de la membra-
na plasmatica (Teissie y
Tsong, 1980; Hofmann,

1986). También se pueden

branas plasmaticas, tanto las presentar alteraciones en la

de células vegetales y anima-
les como las de microorganis-

movilidad y en la actividad
de enzimas de importancia

mos, presentan ruptura meca- metabédlica (Guilliland y
nica cuando se someten a Speck, 1967; Hamilton y

campos eléctricos de alta in-
tensidad (Zimmermanet al,
1974, 1982; Salhanét al.,
1982; Teissiet al., 1982; Ba-
teset al., 1983; Loet al.,
1984). La ruptura de la mem-

Sale, 1967), asi como cam-
bios en la organizacion inter-
na de los organelos (Potha-
kamury et al., 1997). Al ele-

var el valor del campo aplica-
do por encima de un valor

brana se ha explicado por dos critico, los poros formados en

mecanismos: la apertura de
poros a través de la bicapa
lipidica (Sale y Hamilton,
1968; Crowley, 1973; Benet
al., 1979; Teissie y Tsong,
1981; Dimitrov, 1984), y la

la membrana y los canales
proteicos se hacen irreversi-
bles, con lo que se produce la
lisis celular (Sale y Hamilton,
1968; Zimmermanret al.,
1974; Benzet al., 1979;

apertura de poros a través de Teissie y Tsong, 1981).
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Hamilton, 1967; Hulshegest
al., 1981; Jayaram y Castle,
1992; Pothakamuryet al.,

encuentran la intensidad del
campo, la forma de onda, la

cia y el numero de pulsos
aplicados, el tiempo de trata-
miento y la forma de los elec-
trodos (Guilliland y Speck,
1967; Pothakamuryet al,
1995, 1997; Mizumo y Hory,
1998).

En el presente trabajo se
estudié la inactivacion de
Escherichia coli ATCC
95922, por aplicacion de
CEAI. La cepa de. coli fue
inoculada en soluciones de
glicerol, en jugos de frutas, y
en caldo nutritivo, para luego
evaluar la fraccion letal que
podia obtenerse al aplicar los
CEAI, evaluando el efecto del
pH y los grados Brix sobre la
fraccion letal, asi como sus
posibles interacciones.

La fraccion letal (FL) per-
mite cuantificar el grado de
inactivacion o inhibicién del
crecimiento que se obtiene
con un tratamiento determina-

el medio de crecimiento de:
pués del tratamiento.

La fraccién letal puede ex
presarse en porcentaje mul
plicando la ecuacién 1 pc
100 y es un valor inverso :
porcentaje de supervivenc
en una poblacién microbian
determinada.

Materiales y Métodos
Microbioldgicos

Tratamiento previo de Iz
cepa.La cepa utilizada fue I
Escherichia coli ATCC
95922, la cual se adquiri
liofilizada y se reconstituyc
en 50 ml de caldo nutritivo
con adicion de 5 ml de glice
rol al 10% como crio-
protector. Luego de incubz
por 15h a 37°C, se distribuy
en 5 tubos con 10 ml cac
uno; 4 de estos tubos se gu
daron a 0°C como reserva.
quinto tubo se adicion6 a 1C
ml de caldo nutritivo y se
distribuyé en 55 tubos con
ml cada uno, que se almac
naron a 0°C, para su poster
utilizacién en los diferente
ensayos.

Preparacion de la cep:
para el estudio del efecto c
la intensidad de campdPara
estudiar el efecto del nivel ¢
campo sobre las células &e
coli, se tom6 un tubo con
ml de in6culo conservado
0°C, se le adicion6é 8 ml d

NOV 2000, VOL. 25 Ne 8 IINTERCIENLCIA



caldo nutritivo y se incubd
por 24h a 37°C para activar
completamente todas las célu-
las en el medio de cultivo; de
estos 10 ml se tomé 5 mly
se adicionaron a 20 ml de
caldo nutritivo, incubéndose
por 4h, para permitir que el
cultivo alcanzara la fase de
crecimiento logaritmico, por
ser esta la de mayor sensibili-
dad del microorganismo al
tratamiento con CEAI (Potha-
kamuryet al., 1996). El culti-
vo de 4h se centrifugé a 3000
rpm por 5 min, se eliminé el
sobrenadante y se redisolvie-
ron las células precipitadas en
8 ml de glicerol al 5%. Este
procedimiento se repiti6 3 ve-
ces en cada inéculo, con el
objetivo de eliminar las sales

tantes en el tratamiento, como

nutritivo ajustando el pH por

tuvieron sumergidas en hiel

son la constante de tiempo adicion de &cido citrico y los antes y después de la aplic

(1), la conductividad del me-

grados Brix por adicién de

cién del CEAI, la superficie

dio y las fracciones letales sacarosa. A estas soluciones exterior de los electrodos, p
obtenidas. En estos ensayosse les inoculé un cultivo con

se aplicé una intensidad de
15 kV/cm, para no trabajar en
el limite de capacidad entre-
gada por el equipo generador
de impulsos en este tipo de

tratamientos (20 kV/cm). Esto se colocaron en cubetas de

el mismo procedimiento ante-
rior para llevarlo a la fase de
crecimiento logaritmica, se les
diluyé hasta 16 en caldo nu-

tritivo, de esta dilucion 80 pl

se hizo necesario dado que seelectroporacion y se sometie-

aplicarian dos pulsos consecu-
tivos y los medios usados
para suspender las células (ju-
gos de fruta), presentan ma-
yor conductividad que las so-
luciones de glicerol al 5%.
Para la inoculacién d&.
coli en los jugos de frutas, se
tomo uno de los tubos con 2
ml conservados a 0°C y se

que estuvieran presentes en elhizo el mismo procedimiento

caldo de cultivo y que podian

anterior hasta llevarlo a la

ron a un tratamiento con dos
pulsos de 15 kV/cm.

A todas las cubetas, des-
pués del tratamiento en el
electroporador, se les extrajo
cuantitativamente los 80 pl de
medio, diluyéndolos con 7020
ul de solucion de glicerol al
5% (dilucion 1), llevando
luego hasta I0Opara sembrar
1 ml por duplicado en placas
con Agar Endo (CMJ479), se

provocar la formacion de ar- fase de crecimiento logaritmi- incubaron por 24h a 37°C y

cos en las cubetas de electro- co, en este punto se tomdé 1 se hizo el recuento de las co-

poracion. De la muestra asi
tratada se tomaron alicuotas
de 80 pl y se colocaron en 5
cubetas de electroporacion
para aplicarles pulsos de 0, 5,
10, 15 y 20 kV/cm, respecti-

ml y se diluyé hasta 10en

solucion de glicerol al 5%, 1
ml de esta dilucién se adicio-
né a 9 ml de jugo y se some-
tieron a un tratamiento con
dos pulsos de 15 kV/cm. Los

lonias tipicas dée. coli
Eléctricos

El equipo para generacion
de pulsos que se utilizé fue

vamente. A cada cubeta con jugos utilizados fueron selec- un electroporador BIO—RAD,
las células suspendidas en gli-
cerol al 5%, se le aplic6 uno jugos, los cuales fueron pro- un voltaje maximo de 2500
de los pulsos mencionados y bados inoculdndolos coB. voltios. El capacitor utilizado

cionados de una serie de 25 con capacitancias variables y

ser metalicos, facilitd la tran:
ferencia de calor para mant
ner la temperatura del med
lo mas baja posible. En Ic
ensayos a diferentes intensic
des de campo, se aplico 1
solo pulso para poder aplic:
niveles de campo de hasta
kV/cm, sin que se formar
arco al interior de las cubets
En estos ensayos las inten
dades de campo utilizadz¢
fueron 0, 5, 10, 15y 20 kV
cm, tomando la cubeta corre
pondiente a 0 kV/cm com
control. En los ensayos €
gue se aplic6 dos pulsos ¢
15 kV/cm se dej6 un interve
lo de 1,5 min entre pulso
pulso, manteniendo la cube
en hielo durante el tiempo el
tre pulsos.

La conductividad eléctric:
de los jugos se midié con u
conductimetro Shott Gera
CG858, el cual se calibr
para hacer las lecturas
23°C.

Disefio de Experimentos

Se adoptd un disefio fat

se mantuvo en hielo. Este
procedimiento se realizd por
triplicado. La utilizacion de

soluciones de glicerol y el
procedimiento de centrifuga-

coli y cultivandolos durante fue de 10 microfaradios y se
24 horas a 37°C, haciéndoles fij6 una resistencia en el equi-
recuento en placas de Agar po de 200 ohmios. Las cu- factores (intensidad de camp
Endo (CMJ479) para determi- betas para electroporacion pH y grados Brix) sobre I
nar si entre los componentes consistian de dos electrodos variable respuesta (Fraccic

torial 2 (Montgomery, 1991)
para evaluar el efecto de I

cion, se deben a que en estadel jugo existe alguno que planos, paralelos, separados letal=FL). El ajuste estadistic
etapa del estudio se requeria pueda inhibir espontaneamen- 0,1 cm dentro de material fue hecho con el softwar

establecer las condiciones que te el crecimiento dé€. coli.

permitieran cubrir el mayor

rango de intensidades de cam-
po, sin que se presentaran ar-

cos al interior de las cubetas
en el momento de aplicar
campos altos.

Preparacion del cultivo
para la aplicacion de CEAI
sobre E. coli inoculada en ju-
gos de fruta:Después de ob-
servar el efecto de CEAI so-
bre E. coli inoculada en solu-
cion de glicerol al 5%, se
pas6 a evaluar el efecto de
CEAI sobreE. coli inoculada
en jugos de fruta, lo cual per-
mitié observar el comporta-
miento del equipo generador
de impulsos actuando sobre
soluciones con presencia de
electrdlitos, ya que estos alte-
ran algunas variables impor-

plastico aislante, formando Design — Expert, versién 5.(
Con esta prueba se descarta-una camara de seccion cua- El disefio factorial complet
ron los que presentaban inhi- drada con 80 ul de capacidad, se hizo por duplicado. El me
bicion del crecimiento dé&. en el interior de la cual se dio utilizado para la susper
coli, para evitar la interferen- colocd la muestra a tratar. Las sion celular en los ensayos
cia de este efecto en el trata- muestras se colocaron en las esta parte del estudio fue
miento con CEAI. Los jugos cubetas en condiciones total- caldo nutritivo, por ser ul
seleccionados fueron esterili- mente asépticas. La forma de medio dondeE. coli crece sin
zados a 121°C por 15 min onda aplicada fue de decai- restricciones hasta 37°C (P«
para eliminar todos los micro- miento exponencial, con una cual, 1992). Los datos expel
organismos presentes antes deconstante de tiempo que de- mentales obtenidos del disel
la inoculacion; también se fil- pendia de la conductividad factorial fueron ajustados
traron para eliminar las parti- del medio de suspensién celu- polinomio en la ecuacion

culas sélidas no disueltas que lar utilizado. Las cubetas es- (Montgomery, 1991).

pudieran favorecer la ruptura
dieléctrica del medio.

Preparacion del medio FL=o,+aX, +0X, +aX, + 0 XX, +a,XX, + 0, XX, +0,X XX,

para estudiar el efecto del pH
y los grados Brix:Para eva-
luar el efecto del pH vy los
grados Brix sobre la fraccion
letal obtenida con los CEAI
en E. coli, se preparé caldo

INERDIENCIA  Nov 2000, VOL. 25 N° 8

@

Donde losa son las constantes de ajuste y X,, X, son variables
codificadas para nivel de campo eléctrico, pH y grados Brix,

pectivamente.
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0,6 ) TABLA |
FRACCION LETAL OBTENIDA AL APLICAR
0.57 DOS PULSOS DE 15 KV/CM DE CEAI SOBRE
_ 0.4- LA E. coli INOCULADA EN JUGOS DE FRUTAS
@©
O 0.3 ; — »
- JUGO pH °Brix  Conductividadt (ms) Fraccion
.\5 0.2 1 (uS/em) Letal
)
s > Guandbana 3,62 9.8 1312 0,97 0,92
L 0- Banano 483 94 1707 0,84 0,948
0.1 Guayaba 4,01 9,2 1192 1,20 0,769
S Zanahoria 6,00 8,2 1849 0,85 0,633
'0’“0 BT ; ST 1'0 T 1Is T '2(') Papaya 484 7,9 1289 0,97 0,973
) ) Sandia 488 6,4 984,5 1,03 0,984
Intensidad de campo (KV/cm) Aguacate 6,01 42 1270,5 0,55 0,604
Melén 6,36 5,5 1741 1,02 0,9901
Figura 1. Fraccic_’)r_1 letal por aplicacién_de un pulsp de CEAI sobreera 4,15 8,8 1007,5 1,27 0,991
células deE. coli inoculadas en soluciones de glicerol al 5% eNvianzana 42 128 807,5 1,36 0,9904

funcién de la intensidad del campo aplicado.

Resultados y Discusién macion de arcos, al igual que pulsos de 15 kV/cm &. coli

pero esta relacionada con

la presencia de sales o tempe-inoculada en jugos de fruta se fraccién letal, teniendo e
raturas elevadas, ya que estaspresentan en la Tabla I, con cuenta quer esta asociad:
aumentan la conductividad los valores de pH, conductivi- con el tiempo del tratamient
eléctrica del medio. Cada pun- dad y grados Brix, para cada el cual estd dado conoXx n
La curva de crecimiento de to en la Figura 1 representa el jugo. Ademas se presenta el (duracion del pulso x ndmer
E. coli (no mostrada) determi- promedio de tres lecturas. valor de la constante de tiem- de pulsos; Hilshegest al.,
né que a las 4h se encontraba En la Figura 1, la fraccion po (1) de la onda obtenida en 1981; Jayaram y Castle
en la fase de crecimiento letal negativa significa que el cada caso. La resistencia del 1992; Pothakamury, 199¢
logaritmico. Esta fase permite tratamiento no inhibié el creci- equipo se fij6 en 200 ohmios Quin et al, 1998).
el mayor efecto letal sobre las miento, por el contrario los re- y la capacitancia en 10 La regresion lineal de lo

Efecto de la Intensidad de
Campo Eléctrico

células deE. coli (Potha-
kamury et al., 1996), por lo

cuentos en las cubetas tratadasmicrofaradios, y el tiempo en- valores de constante de tiel

fueron mayores que en los tre pulsos fue de 1,5 min.

po (1) y fraccion letal, presen

gue se escogi6é para la aplica- controles. La posible explica- Cada valor en la Tabla | tados en al Tabla I, presen
cion de los CEAI en todos los cion a este hecho se basa enrepresenta el promedio de dos una relacion estadisticamer

experimentos. que el voltaje critico para lecturas. Todos los jugos utili-
En estos ensayos se definié letalidad de un pulso de cam-
en el equipo una resistencia de po eléctrico externo sobie.
200 ohmios y una capacitancia coli, tiene un valor cercano a
de 10 microfaradios, 10 kV/cm (Sale y Hamilton,
obteniéndose constantes de 1968; Zimmermannret al.,
tiempo para la onda de decai- 1974; Hilshegeet al, 1981), de la aplicacion del campo
miento exponencial de 2 ms. es decir, 5 kV/cm por encima eléctrico y de su interaccion
La Figura 1 muestra la frac- del campo aplicado en estas con alguna de las variables
cién letal de diferentes intensi- cubetas. En este caso, aunqueinvolucradas en el proceso.
dades de campo sobre célulasno se presente efecto letal, si La constante de tiemp@),
suspendidas en soluciones de puede generarse efecto térmi- es el producto RC (resistencia
glicerol al 5%, usando un pul- co, porque la aplicaciéon del total x capacitancia) definido
so de decaimiento exponencial. pulso aumenta la temperatura como el tiempo necesario
Esta solucién tiene baja con- del medio unos cuantos grados para que el voltaje maximo
ductividad eléctrica y permite centigrados (Sale y Hamilton, disminuya al 36%, y se toma
alcanzar mayores intensidades 1967; Zimmermannret al., como el tiempo efectivo de
de campo para un cultivo de- 1974; Hilshegeet al, 1981), aplicacién del pulso (Jayaram
terminado. Las intensidades lo que puede incrementar los y Castle, 1992). La resistencia
por encima de 20 kV/cm, pre- recuentos en estas cubetas contotal se ve afectada por la
sentaron arco eléctrico al inte- respecto a los controles. conductividad del medio a
rior o exterior de las cubetas, tratar, lo que se refleja en los
consecuente con lo reportado Aplicacién de CEAI &. coli diferentes valores de fraccion
por Hulshegeret al. (1981). Inoculada en Jugos de letal en cada uno de los ju-
Los voltajes aplicados por en- Frutas gos. La constante de tiempo
cima de 20 kV/cm y las altas
concentraciones de células Las fracciones letales obte- depende de otros factores, di-
pueden generar también la for- nidas con la aplicacion de dos ficil de definir previamente;

no fueran inhibidores natura-
les deE. coli, por lo tanto la
letalidad obtenida es producto
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significativa al 90% de con

zados en este estudio fueron fianza (P = 0,060), establec
evaluados para garantizar que da por la ecuacion 3.

FL = 0,478 + 0,401 (3)

Esta ecuacion establece q
con mayores tiempos de trat
miento mayor sera la fraccié
letal obtenida, correspondiel
do con lo reportado po
Hulshegeret al. (1981), Jaya-
ram y Castle (1992), Poth:
kamury et al. (1995) y Quin
et al. (1998).

La conductividad del medi
estd asociada con la formaci
de arcos en las cubetas y c
la constante de tiemp
(Jayaram y Castle, 1992), p
lo tanto esta asociada con
fraccion letal de los CEAI Po
otro lado, algunos iones con
C&* y Mg? han sido reporta
dos con efectos importantes

es entonces una variable que |la proteccién de las membr:

nas bacterianas contra CE/
por lo que al estar present
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TABLA I
NIVELES DE LAS VARIABLES
DEL DISENO FACTORIAL 2

. TABLA Il
DISENO FACTORIAL 2 Y RESULTADOS
EXPERIMENTALES DE FRACCION LETAL

FACTOR NIVELES NIVELES Corrida N° Factores Fraccion
REALES CODIFICADOS letal
BAJO  ALTO BAJO ALTO Campo  °Brix pH

Campo (kV/cm) 10 15 -1 +1 1 - + + -0,039
°Brix (%) 1,7 5,7 -1 +1 2 + + - 0,861
pH 4,2 7,2 -1 +1 3 + - + 0,917
4 + + 0,816
5 - - 0,167
. . . 6 - - + 0,800
en algunos jugos afectan la variables y sus posibles efec- 7 ) ¥ _ 0.538
letalidad de los CEAI en ellos tos, se adopté un disefio fac- 8 + + + 0.549
(Hulshegeret al, 1981). torial 2, con una réplica, to- 9 + ) 0.683
El pH y los grados Brix son mando el pH, los grados Brix 10 ) . 0.700
parametros muy importantes y la intensidad de campo 1 . 0.758
para caracterizar un jugo de como factores, con dos niveles 12 ) " } 01506
fruta, y pueden presentar dife- cada uno. La variable respues- 13 i} + + -0.449
rentes valores segun el procesota es la Fraccion Letal. La co- 14 i . + 1,000
de elaboracién al que se hayan dificacién de los factores y los 15 " " ) 0‘675
sometido los jugos. Su in- niveles de cada uno, se pre- 16 + ) . 0.024

fluencia en la fraccion letal de sentan en la Tabla Il. En la
los CEAI requiere ser evalua- Tabla lll se presenta el disefio
da, pero en las muestras de lafactorial 2 y una réplica, con

El modelo ajustado para los ne un efecto estadisticamer

Tabla I, la variabilidad que
presentan los diferentes jugos

los valores de fraccion letal factores e interacciones con significativo sobre la fraccior
obtenidos respectivamente. efectos estadisticamente signi- letal. Menos importantes lo
En la Tabla Ill (experimen-

puede opacar el efecto del pH ficativos, en términos de los grados Brix (P= 0,0905), tan
0 de los grados Brix. Por lo tos 3 y 14) se sefiala la mejor factores reales, se presenta enbién tienen un efecto estadi
tanto, para estudiar el efecto combinacién de los factores la ecuacién 4. ticamente significativo sobr
de estas variables se debe de-para las condiciones de traba- Los resultados del andlisis la fraccion letal. El pH (P=
finir un medio en el que sélo jo, las cuales se obtuvieron de regresion del disefio y los 0,9256), como efecto princi
se modifiquen el pH y los con una intensidad de campo datos del analisis de varianza pal, no es estadisticamen
Brix, pero que las demas va- alta (15 kV/cm), pH alto (7,2) para el modelo, se presentan significativo, correspondiend
riables en el medio permanez- y grados Brix bajos (1,7%). en la Tabla IV. con lo observado por Hilshe
can fijas, ya que el efecto de A la combinacién de los fac- Los coeficientes en la Ta- ger, 1981. Un aspecto verd
otros electrolitos tiene influen- tores a los que se obtuvo me- bla IV corresponden a los deramente importante, es
cia importante (Hilshegest  nor fraccion letal (Tabla Ill, factores codificados y en la significancia de la interaccié
al., 1981; Jayaram y Castle, experimentos 1y 13), con in- ecuacion (4) a los factores en entre el pH y los grados Bri
1992). Ademas, dicho medio tensidad de campo baja (10 sus valores reales. (P= 0,0019), la cual es ca
no debe ser inhibidor del cre- kV/cm), grados Brix altos

cimiento de lak. coli.

Influencia del pH y los °Brix
Sobre la Fraccion Letal

(5,7%) y pH alto (7,2) se ob-
servd un incremento en los FL = - 2,09 + 0,1@ampo + 0,38Brix + 0,27 pH - 0,073Brix-pH
recuentos con respecto a los (4)

controles, lo que se puede de-
ber a que se esta en el limite tan significativa como el nive

El pH y los grados Brix de- inferior (10 KV/cm) de inten-
penden béasicamente de los sidad de campo letal pak&a
componentes del medio liqui- coli (Sale y Hamilton, 1968;
do. En la primera parte de este Zimmermannet al., 1974;
trabajo se determin6 el efecto Hulshegeret al, 1981). Ade-
del incremento de la intensi- mas se incrementé la concen-
dad de campo sobre las célu- tracion de sacarosa, que es
las deE. colien un medio de una fuente de carbono impor-
muy baja conductividad, con tante para este microorganis-

La Tabla IV permite obser-

var que el factor mas impor- de campo.
tante de los tres estudiados,

La gréafica de interaccidl
es la intensidad del campo se presenta en la Figura
aplicado (P= 0,0007), que tie- donde se puede observar g

TABLA IV )
RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION
DEL DISENO FACTORIAL 2

un pH y grados Brix muy di-

ferentes a los que se encuen-

tran en un jugo de fruta. Para
determinar cémo influyen si-
multaneamente el pH, los gra-
dos Brix y la intensidad de
campo eléctrico aplicado sobre
las células dé=. coli, ademas

de las interacciones de estas cimiento de laE. coli.
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mo (Rose, 1977). Todos estos

factores pueden conjugarse Factor Coeficiente Valor - T Valor - P
para el incremento en la per- Intercento 053
meabilidad de la membrana, p !

: Campo 0,25 4,68 0,0007
sin llegar a ser letales a estos oBrix 0099 186 00905
niveles, pero si aceleran el s 6 o ’
paso de nutrientes como la pH - . 5125 x 1 0,096 0,9256

Interaccion °Brix - pH -0,22 -4,07 0,0019

sacarosa, favoreciendo el cre-

R? = 0,7919; F= 10.46 con 4 y 11 grados de libertad.
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un incremento en el pH con
un bajo valor de grados Brix,
puede incrementar la fraccion
letal de los CEAI, mientras
que un cambio equivalente en
pH, a un valor alto de grados
Brix, ocasiona el efecto con-
trario sobre la fraccion letal.
El efecto observado a grados
Brix altos, concuerda con los
reportes de Hamilton y Sale
(1967), quienes observaron
plasmoélisis y muerte d&.
coli, al aplicarle CEAI en una
solucién hiperténica de pH

7,2 y 10% de sacarosa. Para efectivos contra muchos otros

lo observado con grados Brix
bajos, no se tiene una expli-
cacion clara.

Conclusiones
La bacteriakE. coli puede

ser eliminada en jugos de fru-
tas usando CEAI, alcanzando

Otros microorganismos im-

portantes como contaminantes

de jugos de frutas son las le-
vaduras, las cuales resisten pH 1
acidos y concentraciones de
sacarosa mayores que las bac-_
terias (Comision Internacional 8
Sobre Especificaciones Micro- Q@
biolégicas, 1985; Jay, 1978; £ 0,50

0,75

Pascual, 1992) pero se ha en--g

contrado que muestran una & o5 |
mayor sensibilidad a los CEAI T ’
(Sale y Hamilton, 1967; Quin,

1998) sugiriendo que los trata- 0 -

mientos estudiados podrian ser

microorganismos alterativos de

jugos ademéas de B. coli

El trabajar con el disefio de
experimentos utilizado es cla-
ramente ventajoso comparado
con los métodos en los cuales
una sola variable es modifica-
da a la vez. Estos métodos no
solamente son tediosos y de

°Brix -

efectos letales de hasta 99%, alto costo, sino que pueden

como prueban los resultados
obtenidos al aplicar dos pulsos
de 15 kV/cm en algunos jugos
en este estudio. La maxima
intensidad de campo que se
puede aplicar esta limitada por

prestarse para malas interpreta- sarrollo de la Investigacion,
ciones de los resultados, ya CODI, de la Universidad de
que se pueden solapar los Antioquia. Los autores agra-
efectos de interacciones entre decen a los Dres. Luis Fer-
diferentes factores. El disefio nando Garcia y Luis Fernan-

de experimentos permite apre-

la concentracién celular, la ciar efectos principales e inte-
temperatura y la conductividad racciones entre variables, con
del medio. En las condiciones un ndmero reducido de experi-
desarrolladas en este trabajo, mentos, lo cual disminuye cos-
intensidades de campo por en- tos en la investigacion y aho-
cima de 20 kV/cm, pueden rra tiempo, permitiendo orien-
generar arcos indeseables en eltar el rumbo a seguir en futu-

interior o exterior de las
cubetas de electroporacion.
La intensidad del campo
eléctrico aplicado influye nota-
blemente en los valores de
fraccion letal obtenidos al apli-
car CEAI aE. coli, no siendo
igual la influencia del pH o
los grados Brix, como varia-
bles independientes, pero si
como variables combinadas.

ras investigaciones
En Colombia, debido al
bajo grado de tecnificaciéon en

algunas pequefias y medianas
empresas, se presenta una alta

manipulacion del producto, in-
crementando la posibilidad de
contaminaciénE. coli se en-

cuentra en el contenido intesti-
nal del hombre y los animales,
por lo que es un buen indica-

Sus interacciones pueden tener dor de la calidad higiénica de

efectos importantes, ya sea
para incrementar o disminuir
la fraccion letal obtenida con

el tratamiento. Los incremen-
tos de pH tienen efectos posi-
tivos sobre la fraccion letal,

cuando los grados Brix son
bajos; y tienen efectos negati-
vos cuando los grados Brix

los alimentos, principalmente
por su relativa resistencia a pH
acido (Rose, 1977, Jay, 1978;
Pascual, 1992). Por lo anterior
las posibilidades de
inactivacion deE. coli con

técnicas diferentes al calor,

siempre redundaran en mejorar

la calidad del producto que

son altos. Estos resultados sonllega a los consumidores.

vélidos para las condiciones
de trabajo en este estudio, y
no se pueden extrapolar in-
discriminadamente a otras con-
diciones.
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