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RESUMEN

En las Ultimas décadas, los consumidores han tomado conciencia sobre la importancia de la
alimentacion sobre la salud, lo que ha promovido el consumo de alimentos saludables como
los jugos de frutas y hortalizas, y las bebidas proteicas. El suero de leche es un importante
subproducto de la industria lactea resultante de la elaboracién de queso y caseina, cuya
producciéon mundial se calcula en mas de 180 a 190 millones de toneladas por afio. Debido a
sus deseables propiedades funcionales y alto valor nutricional, las proteinas de suero se han
utilizado como ingrediente funcional en alimentos y bebidas. La aplicacion de tratamientos
térmicos para la inactivacién de microorganismos, sin embargo, desnaturaliza parte de las
proteinas del suero, y causa pérdida nutricional y cambios organolépticos de los alimentos.
Por lo tanto, tecnologias emergentes como la luz UV-C y los antimicrobianos naturales como
vainillina surgen como una alternativa promisoria para lograr la inactivacion microbiana en
este tipo de bebidas. La luz UV se ha utilizado como una tecnologia para la desinfeccion del
agua y descontaminacion de superficies, recientes hallazgos han demostrado que el
tratamiento con luz UV-C permite la inactivacion de bacterias patogenas como E. coli y L.
monocytogenes en jugos de frutas y productos lacteos. Adicionalmente, se ha reportado que
vainillina (4-hidroxi-3-metilbenzaldehido), compuesto extraido de las vainas de Vanilla
planifolia, tiene propiedades antioxidantes y es eficaz en la inactivacion de bacterias
transmitidas por alimentos. El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto de la luz UV-C sélo
y en combinacién con vainillina sobre la inactivacion de E. coli y L. innocua en 3 formulaciones
de bebidas proteicas elaboradas con proteina de suero de leche y jugo de manzana. Para
ello, se inoculé las bebidas proteicas con dichos microorganismos y se sometieron a
tratamiento UV-C por si solo (0O - 20 min) o en conjunto con vainillina (0,1% p/v).
Posteriormente se analizd el nimero de sobrevivientes por recuento en placa. Las bebidas
proteicas fueron caracterizadas fisica y quimicamente, éstas exhiben pH &cido y diferentes
coeficientes de absortividad que influyen en la transmision de la luz UV-C y en el grado de
inactivacion microbiana alcanzado. La dosis UV-C entregada se calculé por reaccion
actinométrica resultando entre 0 y 47,72 kJ/m? a los 20 min de tratamiento UV-C. El
tratamiento UV-C provocé reducciones entre 3,95 — 4,31 log UFC/mL de E. coliy 4,45 — 4,69
log UFC/mL de L. innocua en las bebidas proteicas. El tratamiento combinado de luz UV-Cy
vainillina (0,1% p/v) en las bebidas proteicas consiguié mayores niveles de inactivacion entre
4,63 — 5,03 log UFC/mL de E. coli y 5,03 — 5,17 log UFC/mL de L. innocua. Las curvas de
inactivacion se modelaron aplicando las ecuaciones de Weibull, observandose que el
pardmetro b fue mayor en la mayoria de los casos en la formulacion C, que presenta el menor
coeficiente de absortividad, que se relaciona a una mejor transmisién de la luz UV-C. Tanto

las muestras procesadas con UV-C como las UV + vainillina obtuvieron valores de n < 1 que



se vincula a una fuerte inactivacion desde el comienzo del tratamiento y a una concavidad
ascendente de la curva de supervivencia. La adicion de vainillina en todas las formulaciones
de bebidas proteicas provocé un aumento del valor de b respecto a las mismas bebidas
tratadas solo con UV, indicando un mayor grado de inactivacion microbiana y todas las
formulaciones sometidas al tratamiento combinado presentaron n < 1. Ademas, el
procesamiento de luz UV-C y vainillina en todas las bebidas produjo curvas mas estrechas
con mayor moda y con una marcada reduccién en la dispersion (menor media y varianza),
comparados con las bebidas tratadas sélo con UV-C. En el caso de L. innocua todas las
curvas de inactivacion, tanto las muestras procesadas con UV-C como los tratamientos
combinados, exhibieron mayores valores de b y valores de n < 1y, lo que indicaria una mayor
sensibilidad de Listeria frente a los tratamientos en comparacién con E. coli. Por lo tanto, la
aplicacion de tecnologias emergentes como luz UV-C en combinacion con antimicrobianos
naturales es una alternativa promisoria para el tratamiento de alimentos liquidos opacos como

las bebidas proteicas, asegurando la inocuidad de este tipo de producto.



ABSTRACT

In recent decades, consumers have increased health awareness which has promoted the
consumption of healthy foods, such as fruit and vegetable juices and protein beverages. Whey
is an important by-product of the dairy industry resulting from the manufacture of cheese and
casein, whose world production is estimated in more than 180 to 190 million tons per year.
Due to its functional properties and high nutritional value, whey proteins have been used as a
functional ingredient in foods and beverages. The application of heat treatments for the
inactivation of microorganisms, however, denatures whey proteins, causing nutritional loss
and organoleptic changes in foods. Therefore, emerging technologies such as UV-C light and
natural antimicrobials such as vanillin emerge as a promising alternative to achieve microbial
inactivation in this type of beverage. UV light has been used as a technology for water
disinfection and surface decontamination, recent findings have shown that treatment with UV-
C light allows the inactivation of pathogenic bacteria such as E. coli and L. monocytogenes in
fruit juices and dairy products. Additionally, it has been reported that vanillin (4-hydroxy-3-
methylbenzaldehyde), a compound extracted from Vanilla planifolia pods, has antioxidant
properties and is effective in inactivating foodborne bacteria. The objective of this thesis was
to study the effect of UV-C light alone and in combination with vanillin on E. coli and L. innocua
inactivation in 3 formulations of protein beverages made with whey protein and apple juice.
Protein beverages were inoculated with these microorganisms and subjected to UV-C
treatment alone (0 - 20 min) or together with vanillin (0.1% w/v). Subsequently, the number of
survivors was analyzed by plate count. Protein beverages were characterized physical and
chemically, they exhibited acidic pH and different absorptivity coefficients that influence the
transmission of UV-C light and the degree of microbial inactivation achieved. The UV-C dose
delivered was calculated by actinometric reaction and was estimated between 0 and 47.72
kJ/m? at 20 min of UV treatment. UV-C treatment caused reductions between 3.95 - 4.31 log
CFU/mL of E. coli and 4.45 - 4.69 log CFU/mL of L. innocua in protein beverages. The
combined treatment of UV-C light and vanillin (0.1% w/v) in protein beverages achieved higher
levels of inactivation, between 4.63 - 5.03 log CFU/mL of E. coli and 5.03 - 5 .17 log CFU/mL
of L. innocua. The inactivation curves were modeled by applying the Weibull equations,
observing that the parameter b was higher in most cases in formulation C, which presented
the lowest absorptivity coefficient, which is related to better transmission of UV-C light. Both
the samples processed with UV-C and UV-C + vanillin obtained values of n < 1, which is
associated with a strong inactivation from the beginning of the treatment and an upward
concavity of the survival curve. The addition of vanillin in all the protein beverage formulations
caused an increase in the value of b compared to the same beverages treated only with UV-

C, indicating a higher degree of microbial inactivation and all the formulations subjected to the
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combined treatment presented n < 1. In addition, UV-C light and vanillin processing in all
beverages produced narrower curves with higher mode and with a marked reduction in spread
(lower mean and variance), compared to beverages treated with UV-C only. In the case of L.
innocua, all the inactivation curves, both the samples processed with UV-C and the combined
treatments, exhibited higher values of b and values of n < 1, which would indicate a greater
sensitivity of Listeria compared to E. coli. Therefore, the application of emerging technologies
such as UV-C light and natural antimicrobials is a promising alternative for the treatment of

protein beverages, ensuring the safety of this type of product.



1. INTRODUCCION

1.1. Bebidas proteicas

Debido al creciente interés y conciencia de los consumidores acerca de la salud, sumado a
la alta prevalencia de enfermedades crénicas no transmisibles como la obesidad y diabetes,
ha impulsado a las personas a adoptar habitos alimentarios saludables y estilos de vida
activos. Estas tendencias han promovido el desarrollo de una amplia gama de alimentos
funcionales que proporcionan beneficios directos al estado fisico y bienestar mental de los
consumidores (Villafio et al.,, 2022). En esta categoria, las bebidas funcionales han
experimentado un rapido crecimiento, cuyo mercado ha sido estimado en 130 mil millones de
dolares en el afio 2021 con una tasa de crecimiento anual del 7,7% y se espera que llegue a
173 mil millones de ddélares en 2025, segun un informe de Business Research Company
(Wood et al., 2020). Especificamente el consumo de bebidas a base de suero de leche ha
aumentado afio tras afio principalmente entre atletas y personas involucradas en actividades
fisicas intensas, introduciéndose mas de 4.100 productos alimenticios y bebidas que
contienen proteina de suero de leche al mercado de EE.UU. (Chavan et al.,, 2015) y
registrandose ventas por 40 mil millones de ddlares en 2014 en este segmento (Ferreira et
al., 2019). La produccién de bebidas a base de suero comienza en la década de 1970y en la
actualidad se cuenta con una extensa serie de bebidas y formulaciones nutricionales a base
de suero de leche con alto contenido de proteinas presentes en los diferentes mercados de
alimentos y salud del mundo, aunque en Chile la oferta es ain escasa (Ozer & Evrendilek,
2022).

El suero es un subproducto de la industria lactea de elaboraciéon de queso y caseina, es un
liquido traslucido que se obtiene de la separacion de la cuajada de caseina de la leche y cuyo
color depende del tipo y calidad de leche procesado (Mehmood et al., 2019; Singh &
Geetanjali, 2016). Existen 2 tipos de suero relacionado al tipo de coagulacion de la leche:
“suero acido” (pH 2,0 - 4,5) y “suero dulce” (pH 6,0 - 7,5). En el caso del suero &cido, la
separacion de la caseina se realiza mediante precipitacion &cida en su punto isoeléctrico (pH
= 4,6) utilizando fermentacion o adicion de &cidos organicos o minerales. El uso de enzimas
en la produccion del queso, provoca una alteracion de las proteinas de caseina (en micelas)
y la liberacion del suero dulce con &cidos orgénicos, minerales y proteinas solubles
(Mehmood et al., 2019; Skryplonek et al., 2019).

La produccion de 1 Kilogramo de queso a partir de aproximadamente 10 litros de leche genera
hasta 9 litros de suero (85-90% del volumen de leche), por lo que la produccién mundial total

de suero se calcula en mas de 180 a 190 millones de toneladas por afio, con una tasa de



crecimiento anual del 2% pero solo alrededor del 50% se procesa para obtener proteina de
suero de leche deshidratada (Lievore et al., 2015; Pereira et al., 2015). Por su alto contenido
de lactosa y en menor medida de proteina, el suero de leche tiene una alta demanda biolégica
de oxigeno (DBO > 35.000 ppm) y elevada demanda quimica de oxigeno (DQO > 60.000
ppm), siendo este producto un contaminante de interés y su descarga a la atmésfera tiene un
impacto considerable para el medio ambiente. Por lo tanto, el uso de suero contribuiria a
mejorar la sostenibilidad ambiental y econdmica de la industria alimentaria y a la generacién

de productos utiles con valor agregado (Garay et al., 2021).

El suero es muy nutritivo debido a su alto contenido en agua y nutrientes, pero su uso es
limitado debido a que es susceptible al crecimiento microbiano y se deteriora rapidamente en
ausencia de conservantes o métodos de preservacion (Zhao et al., 2021). Ademas, las
proteinas del suero tienen una baja tolerancia al tratamiento térmico y comienzan a
desnaturalizarse a temperaturas superiores a 60°C. Por este motivo, en la practica comercial
se deshidratan por secado spray para estabilizarlas microbiolégicamente (Barukdi¢ et al.,
2008).

Los principales componentes del suero son el agua (93-94%) y soélidos totales (6-7%) que
corresponden a lactosa (4,5-5%), proteinas solubles (0,7-0,9%), sales minerales (0,6-1,0%)
y pequefias cantidades vitaminas del grupo B (Zhao et al., 2021). Las proteinas de suero, que
antiguamente se consideraban producto de desecho de la elaboracion del queso, han recibido
mucha atencion por parte de los investigadores no solo por su disponibilidad, sino también
porque tiene propiedades funcionales deseables y un alto valor nutricional superior a la
proteina de huevo, carne y otras fuentes vegetales como la soya (Mehmood et al., 2019). Las
principales proteinas del suero son B-lactoglobulina (B-LG; 35% a 65%) y a-lactoalbumina (a-
LA; 12% a 25%) y en menores proporciones se encuentran albimina de suero bovino (BSA),
inmunoglobulinas (1g) y lactoferrina (LF). El suero representa una rica fuente de aminoécidos
esenciales, de cadena ramificada y azufrados tales como leucina, isoleucina y valina, asi
como también cisteina (Patel, 2015; Zhao et al., 2021). También estd conformado en
pequefias cantidades por proteinas de interés comercial como la lactoperoxidasa (LP) y

lisozima (Kassem, 2015).

El suero de leche se comercializa generalmente en tres formas: como concentrado de
proteina de suero (WPC), aislado de proteina de suero (WPI) e hidrolizado de proteina de
suero. En primer lugar, WPC es producido por ultrafiltracion para eliminar agua, lactosa, y
algunos minerales y contiene proteinas y componentes biolégicamente activos en
proporciones entre 29-89%. Por otra parte, WPI tiene un contenido de 90% o superior de

proteina y es elaborado utilizando intercambio iénico y procesamiento por membranas como
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microfiltracion para eliminar la totalidad de lactosa y grasa. El hidrolizado es la forma
semidigerida de la proteina que facilita su digestion y reduce la alergenicidad (Foegeding et
al., 2011; Kassem, 2015).

Se han reportado varias funciones atribuidas a la proteina de suero que incluyen regulacion
de funciones metabdlicas, homeostasis de glucosa, saciedad y atenuacién de riesgos
cardiovasculares (Barros et al., 2021; Ridge et al., 2018; Tahavorgar et al., 2015). B-LG es
una proteina rica en el aminoacido cisteina y juega un rol principal en la sintesis de glutation,
gue es un potente antioxidante celular con funciones antiinflamatorias, inmunomoduladoras y
actividad anticancerigena al igual que LF, que exhibe potentes efectos antimicrobianos
(Kamal et al., 2018; Rybarczyk et al., 2017). Adicionalmente, el contenido significativo de
aminoéacidos ramificados presentes en el suero permite la mantencién de la masa muscular y

el desempefio fisico (Li et al., 2021).

Adicionalmente, las proteinas de suero exhiben interesantes caracteristicas tecno-
funcionales siendo usadas en aplicaciones que requieren actividad superficial tales como
emulsiones, espumas y formacién de redes como geles y peliculas comestibles (Foegeding
et al., 2011). Debido a sus deseables propiedades funcionales y nutricionales, las proteinas
de suero han encontrado aplicaciones en diferentes segmentos de la industria de alimentos,
como nutricién deportiva, industria lactea, helados, carnes procesadas, productos horneados,
sopas, pastas para untar, aderezos para ensaladas y sus formas mas purificadas se usan
para fines especializados como férmulas nutricionales médicas y férmulas infantiles (Kelly,
2019; Singh & Geetanjali, 2016). Dado que el suero es un prebiético eficaz debido a la
presencia de carbohidratos no digeribles como lactosa, Ultimamente ha aumentado su uso
como ingrediente funcional en bebidas que son formuladas con diferentes jugos de frutas
como frambuesa, uva, pifia, guayaba, acerola, y pulpa de acai (Amaral et al., 2018; Cappato
et al., 2018; Ferreira et al., 2019; Shukla, 2012; Silveira et al., 2019; Zoellner et al., 2009). La
adicion de jugos de frutas permite disimular el olor “cocido” y sabor agrio-salado del suero
fresco, al mismo tiempo que aportan compuestos bioactivos con propiedades funcionales
(Chavan et al., 2015). En este sentido, se ha descrito ampliamente que el jugo de manzana
contiene gran cantidad de fibra, compuestos fendlicos (principalmente catequina,
proantocianidinas, quercetina y &cido hidroxicindmico), triterpenoides como carotenoides,
vitaminas (C y E) y minerales (potasio). Estos compuestos poseen potentes efectos
antiinflamatorios, propiedades antioxidantes y accion antimicrobiana que disminuyen el riesgo
de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, disfunciones respiratorias, cancery

obesidad, entre otros multiples beneficios (Bondonno et al., 2017; Hyson, 2011).
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1.2. Inocuidad de los alimentos

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) causadas por la presencia de
microorganismos patégenos (por ejemplo, bacterias, hongos, protozoos y virus) enferman a
alrededor de 600 millones de personas por afio, provocado 420.000 muertes (WHO, 2015).
Por lo tanto, representan un importante problema de salud publica y dan lugar a cuantiosas

pérdidas econdmicas (Hussain & Dawson, 2013).

Los jugos de frutas no se consideraban vehiculos de ETAs hasta hace algunos afios; sin
embargo, los brotes de enfermedades asociadas con el consumo de jugo de frutas se han
convertido en un problema de salud publica creciente desde principios de la década de 1990,
informandose 21 brotes asociados con jugos de 1995 a 2005 por el Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) (Vojdani et al., 2008). El aumento de la resistencia de
patdgenos emergentes, como algunas cepas de E. coli O157: H7 y cepas de patégenos
entéricos adaptadas al acido y/o resistentes (especialmente Salmonella spp.) ha provocado
brotes transmitidos por alimentos incluso en jugos de frutas pasteurizados (Quintero-Ramos
et al., 2004). La sidra de manzana no pasteurizada y el jugo de manzana han sido asociados
a brotes de infeccion por E. coli O157:H7 causantes de sindrome urémico hemolitico (SUH),
S. Typhimurium y criptosporidiosis (Blackburn et al., 2006; CDC, 1997). Mientras que brotes
de Hepatitis A y S. Typhimurium se vincularon con el consumo de jugo de naranja fresco
(Frank et al., 2007; Jain et al., 2009). Por otra parte, Clostridium botulinum se ha relacionado
con brotes asociados con jugo de zanahoria casero y enlatado comercialmente (Baysal,
2018). Aunque L. monocytogenes no se ha relacionado especificamente con un brote de
enfermedad por jugo, este microorganismo es de naturaleza ubicua (Patras et al., 2021).
Relacionados a productos lacteos, durante los afios 2007-2012 se notificaron un total de 81
brotes asociados con leche no pasteurizada en los EE.UU., los que fueron causados
principalmente por E. coli, Campylobacter spp., y Salmonella enterica serotipo Typhimurium
(Mungai et al., 2015).

Escherichia coli y Listeria monocytogenes han sido ampliamente estudiados como patégenos
potenciales capaces de sobrevivir en jugos de frutas y productos lacteos (Guerrero-Beltran &

Barbosa-Canovas, 2005).

1.2.1. Escherichia coli

E. coli es una bacteria Gram negativa, anaerébico facultativo que no forma esporas,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. E. coli comprende un grupo grande y diverso
de bacterias. La mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas y comensales del tracto

intestinal de humanos y animales de sangre caliente, mientras que otras cepas han adquirido
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caracteristicas que las hacen patégenas para las personas. El pH 6ptimo para el crecimiento
de este patogeno es 6,0 a 8,0, pero el crecimiento puede ocurrir a un pH &cido de hasta 4,3
y en ambientes basicos de 9 a 10 (Bintsis, 2017). Muchos de los patotipos se transmiten a
través de medios ubicuos que incluyen agua y alimentos contaminados con heces de
humanos o animales infectados e indirectamente a través de los entornos y equipos de
trabajo, donde puede sobrevivir por extensos periodos de tiempo (Desmarchelier & Fegan,
2011). Particularmente, E. coli O157: H7 es una E. coli productora de toxina Shiga (STEC)
gue causa episodios de diarrea de leve a grave y el 5-10% de las personas infectadas por
STEC desarrollan SUH, caracterizado por una profusa hemorragia que puede conducir a
insuficiencia renal y muerte (Bintsis, 2017). En los Ultimos afios, se han reportado numerosos
brotes de infecciones por E. coli STEC O157:H7 y patotipos emergentes que involucran carne
poco cocida, una variedad de productos frescos como espinacas, lechuga y semillas de
fenogreco y mezclas de harinas, revelando que E. coli se ha convertido en un problema
significativo de salud publica (CDC, 2020).

1.2.2. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es un microorganismo Gram positivo que no forma esporas, anaerobio
facultativo que se ha relacionado a multiples brotes de enfermedades relacionados a leche
cruda y los productos lacteos (Lundén et al., 2004). Puede crecer en pH de 4,0 a 9,6, con un
crecimiento 6ptimo a pH 6,0 - 8,0 y a temperaturas de refrigeracion. Este patégeno es ubicuo
y ha sido aislado del suelo, agua, vegetales, heces de animales y areas de procesamiento de
alimentos persistiendo por afios en estos ambientes, transmitiéndose a los seres humanos a
través de alimentos contaminados y es considerado tipicamente un contaminante post
pasteurizacion (Bintsis, 2017; Ryser, 2011). Genera una infeccion denominada listeriosis con
sintomas como gastroenteritis, septicemia, meningitis y abortos que afecta principalmente a
grupos de consumidores vulnerables como recién nacidos, embarazadas, ancianos e
inmunodeprimidos con una alta tasa de mortalidad (20-30%) (Dortet et al., 2009). Desde el
afo 2011 hasta la fecha, los brotes de Listeria se han asociado al consumo de melones,
manzanas caramelizadas, helados, ensaladas listas para el consumo, quesos y embutidos
(CDC, 2020). Listeria innocua (L. innocua) es una bacteria que es utlizada como
microorganismo subrogante de L. monocytogenes en experimentos porque es una especie

no infecciosa con similar susceptibilidad a los tratamientos (Char et al., 2009).

1.3. Deterioro de jugos y productos lacteos

El mercado de jugos frescos y bebidas requiere que el producto tenga una vida util de al
menos 10 dias en condiciones ideales de refrigeracion (4°C). Se ha reconocido que los jugos
de frutas &cidos, como el jugo de manzana o naranja, pueden ser deteriorados por levaduras,

mohos y bacterias tolerantes al 4cido. El deterioro visible del jugo ocurre por la produccién de
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acido lactico, etanol, CO,, diacetilo y eventualmente mucilago, generando burbujas,
opalescencia y/o olor a mantequilla (Antonio-Gutiérrez et al., 2019). La inactivacion de
bacterias y endosporas, incluidos los virus, es una preocupacién importante en la industria de
las bebidas, especialmente para el procesamiento de bebidas con baja acidez para minimizar
el riesgo de deterioro o enfermedad (Patras et al., 2021). En productos lacteos, el deterioro
es generado por bacterias Gram negativas (Pseudomonas, Acinetobacter, etc.), bacterias
Gram positivas (Paenibacillus, Clostridium, Bacillus) y un amplio espectro de organismos
fungicos a lo largo de todo el proceso de produccién y procesamiento. Estos crecen
rapidamente incluso a temperaturas de refrigeracion, produciendo enzimas degradantes que
generan malos olores, sabores, cambios de color y coagulacion (Lu & Wang, 2017; Martin et
al., 2021).

1.3.1. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae generalmente deteriora los jugos después de que se producen a partir de
diferentes tipos de frutas frescas (Guerrero-Beltran & Barbosa-Canovas, 2005). Es un hongo
unicelular que estd ampliamente distribuido en el medio ambiente que genera la fermentacion
de bebidas con una produccion abundante de CO2, produccion de malos olores y sabores,
turbidez o formacién de sedimentos causando significativas pérdidas econdmicas a la

industria de alimentos (Stewart, 2014).
1.4. Tratamientos térmicos para la preservaciéon de alimentos

La pasteurizacion térmica, la esterilizacion y la ultra alta temperatura (UHT) son las
tecnologias mas comunes utilizadas en la conservacién de alimentos para garantizar la
inocuidad y extender la vida util comercial de los alimentos al eliminar los microorganismos
patégenos y deteriorantes, asi como promover la inactivaciéon de enzimas (Delorme et al.,
2020; Patras et al., 2021). Aungue son eficientes, los tratamientos térmicos pueden afectar
negativamente las propiedades de los alimentos como el color, el olor, la textura y el sabor
(Hernandez-Hernandez et al., 2019). Ademas, también puede causar una disminucién en la
calidad nutricional que implica desnaturalizacion de proteinas, oxidacion de lipidos, pérdida
de compuestos bioactivos, reduccién de vitaminas e inactivacion de enzimas (Delorme et al.,
2020). La pasteurizacion térmica (90°C y 30 s) disminuy6 significativamente el contenido de
acido ascorbico, carotenoides totales y terpenos en el jugo de mandarina (C. Cheng et al.,
2020). El jugo de mango pasteurizado térmicamente (90°C por 60 s) mostré una reduccion
significativa en el contenido de carotenoides y polifenoles totales y una pérdida maxima de
acido ascorbico en comparacion con el control no tratado (Santhirasegaram et al., 2015).
Adicionalmente, se conoce que las proteinas del suero de leche (especialmente a-LA y B-LG)

conservan sus conformaciones nativas solo dentro de rangos de temperatura relativamente
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limitados. La exposicion de las proteinas de suero de leche a temperaturas superiores a 70°C
en tratamientos térmicos da como resultado la desnaturalizacion y agregacion de dichas
proteinas (Anema, 2014). Finalmente, los procesos térmicos se encuentran entre las
tecnologias que méas consumen energia en la industria de alimentos e involucran altas

inversiones en costos de capital (Choi & Nielsen, 2005; Menon et al., 2020).
1.5. Tratamientos emergentes parainocuidad alimentaria

La creciente demanda de los consumidores por alimentos con caracteristicas frescas, de alta
calidad y libres de aditivos ha impulsado el desarrollo de nuevas tecnologias no térmicas
como alternativa a los tratamientos térmicos convencionales (Antonio-Gutiérrez et al., 2019),
gue se estan utilizando para mejorar inocuidad y prolongar la vida util de los alimentos, al
mismo tiempo que conserva la calidad nutricional o se afiaden propiedades funcionales
(Koutchma, 2019). Hoy en dia, existe una amplia gama de tecnologias emergentes que
funcionan mediante mecanismos de inactivacion fisica o quimica a temperaturas ambiente o
subletales. Estos tratamientos han sido investigados en jugos de frutas y lacteos y consideran
el ultrasonido (US), alta presion hidrostatica (HHP), campos eléctricos pulsados (PEF), luz
pulsada (PL), luz ultravioleta de onda corta (UV-C), diodos emisores de luz ultravioleta (UV-

LED) y ozono, entre otros (Fenoglio et al., 2019).
1.5.1. Luzultravioleta

La luz ultravioleta de onda corta (UV-C) se ha utilizado tradicionalmente para el tratamiento
del agua, la desinfeccién del aire y la descontaminacion de superficies (Koutchma, 2008). En
las Ultimas décadas, el tratamiento con luz UV-C se ha establecido como un tratamiento no
térmico para alimentos liquidos como jugos de frutas y verduras, bebidas alcohdlicas,
refrescos, leche y productos lacteos (Singh et al., 2020). A nivel comercial se ha aplicado

mayoritariamente a la industria de la sidra y los jugos (Biancaniello et al., 2018).

La luz UV es la radiacién electromagnética con una longitud de onda (100 nm a 400 nm) que
se encuentra entre los rayos X y la luz visible. Este rango de longitud de onda comprende
cuatro regiones diferentes: (a) la region UV-A (320-400 nm) tiene la longitud de onda mas
larga y la energia mas baja y puede broncear la piel humana; (b) la region UV-B (280-320
nm) tiene longitudes de onda medias que pueden causar bronceado, quemaduras solares y
cancer de piel; (c) la region UV-C, también llamada region de irradiacion germicida UV (200-
280 nm), que tiene una alta energia adecuada para la inactivacién microbiana; y (d) la region
UV de vacio (100-200 nm) que puede ser absorbida por casi todas las sustancias, pero es

transmisible solo en vacio (Delorme et al., 2020; Singh et al., 2020).
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La luz UV-A dafa diferentes estructuras celulares debido a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que oxidan proteinas, lipidos y acidos nucleicos con efecto
germicida a altas dosis. Por otro lado, la luz UV-B inactiva bacterias mediante la formacion
de lesiones en el ADN como la luz UV-C y al dafiar las estructuras celulares a través de ROS
(Koutchma & Popovi¢, 2019).

La luz UV presenta un amplio efecto germicida, siendo eficaz en la inactivaciéon de una gran
variedad de microorganismos patégenos y de descomposicion, incluyendo bacterias, virus,
protozoos, levaduras, mohos y algas (Souza & Koutchma, 2021). Los acidos nucleicos suelen
absorber longitudes de onda que van desde 200 a 300 nm, particularmente, la longitud de
onda de 253,7 nm es la mas aplicada debido al mayor efecto germicida en esta region (Shah
et al., 2016). La absorcion de la radiacién UV-C induce cambios en el ADN y ARN de la célula
microbiana, promoviendo la formacién de dimeros de pirimidina que eventualmente conducen

a mutagénesis y muerte celular (Baysal, 2018).

La luz UV-C ha sido aprobada por la Administracién de Drogas y Alimentos de los EE. UU.
(FDA), la Union Europea (UE) y Health Canada para aplicaciones en alimentos liquidos, como
jugos y leche, como tratamiento alternativo a la pasteurizacién térmica de jugos de frutas
(Souza & Koutchma, 2021). ElI Cédigo de Regulaciones Federales de EE. UU. (21 CFR
179.39) establecio las siguientes condiciones para la irradiacién UV para el procesamiento y
tratamiento de alimentos: (a) Las fuentes de radiacién consisten en lamparas de mercurio de
baja presién que emiten el 90% de la emisién a una longitud de onda de 253,7 nmy, (b) Flujo
turbulento a través de tubos con un nimero de Reynolds minimo de 2200 para productos de
jugo (FDA, 2012). Ademas, los productores deben asegurarse de que el tiempo de exposicion
a los rayos UV de la bebida tratada sea adecuado para lograr una reduccién minima de 5 log
del patégeno concerniente, es decir, el microorganismo mas resistente de importancia para
la salud publica que es probable que se presente en dicho jugo. Health Canada no emitio
objeciones en una decisién sobre “nuevos alimentos” sobre el uso de la unidad CiderSure
3500 UV para el tratamiento de jugo de manzana/sidra para reducir los niveles de patégenos
microbianos (Koutchma, 2016). EFSA aprob6 el uso de UV-C como tratamiento para el
procesamiento de leche y pan en 2016, como se indica en la CE no. 258/97 (EFSA Panel on
Dietetic Products, 2016). Ademas, el Codex Alimentarius (CAC/GL 88-2016; CAC/GL 79-
2012) acepta el uso de luz ultravioleta como medida de control de parasitos en los alimentos
y virus en la superficie de los alimentos; estas acciones deben utilizarse de acuerdo con las

directrices de las autoridades competentes.
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1.5.2. Factores gque afectan el procesamiento UV

Para los alimentos liquidos, la penetracion de la luz UV-C depende del color, densidad 6ptica,
viscosidad, turbidez, pH, espesor y composicidn quimica (Guerrero-Beltran & Barbosa-
Canovas, 2011). El coeficiente de absorcion (a) describe la atenuacion de la intensidad de la
luz que pasa a través de un material (cm™), el valor de a de un alimento liquido en la tasa de
inactivacion microbiana es fundamental para producir un tratamiento UV-C eficaz. Por tanto,
cuando aumenta el valor de a, se genera una disminucion en la capacidad de penetracion de
la luz UV-C en el alimento. En este sentido, un valor alto de a reducira significativamente la
eficacia antimicrobiana del tratamiento a cualquier dosis de UV-C (Hinds et al., 2019). Los
componentes de color, los sélidos en suspension y los compuestos solubles pueden reducir
la cantidad de fotones disponibles para matar microorganismos al absorber, reflejar y
dispersar la luz incidental y proporcionar un sitio para la agregacion de bacterias (Koutchma,
2019). La viscosidad y la densidad son propiedades fisicas que pueden alterar la eficiencia
de los rayos UV, ya que afectan el patrén de flujo en el sistema UV vy la transferencia del

impulso del fluido (Souza & Koutchma, 2021).

El rendimiento UV puede verse afectado por una serie de factores que incluyen: dosis UV
(funcion de la irradiancia de la fuente y tiempo de exposicion), potencia de la fuente de luz
UV y longitud de onda y otras variables como volumen de trabajo, espesor del liquido y tasas
de flujo que determinan como la dosis de UV se distribuye en el volumen total del liquido
(Souza & Koutchma, 2021). Uno de los principales parametros en el tratamiento UV es la
dosis de UV que se asocia con la magnitud del dafio del ADN y la capacidad de reparacion
de los microorganismos (Koutchma, 2009). En este sentido, es necesario diferenciar los
términos "dosis o fluencia expuesta" que se refiere a la cantidad de energia o fotones
administrados o incidentes sobre un objeto del reactor UV que no implica que sea totalmente
absorbido y que se expresa en Jlcm? o J/L. Mientras que la "dosis/fluencia absorbida"
representa la energia realmente absorbida por el objeto irradiado y la "dosis/fluencia
administrada” se asocia a la energia disponible en el objeto que se administra a los
microorganismos (Souza & Koutchma, 2021). La actinometria y la biodosimetria son dos
métodos que se utilizan para calcular la dosis o la fluencia administrada en el procesamiento
de alimentos con luz UV (Char et al., 2010; Koutchma & Parisi, 2004).

1.5.3. Equipos deluz UV-C

Elegir la fuente de UV-C correcta es extremadamente importante, ya que puede aumentar la
eficiencia de la inactivacion microbiana al incrementar la penetracion de la luz UV en los

alimentos (Delorme et al., 2020). Las fuentes de luz UV-C disponibles incluyen la ldmpara de
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mercurio de baja presién (LPM) y la lampara de mercurio de presion media (MPM), las
lamparas excimeras y mas recientemente los diodos emisores de luz (LED) (Koutchma,
2009). LPM y MPM se han utilizado con éxito en el tratamiento de agua durante casi 50 afios
y en tratamientos de desinfeccién que se benefician de su rendimiento, bajo costo y calidad
(Koutchma et al., 2009). Las lamparas LPM y de amalgama de baja presién (LPA) producen
luz UV-C a 253,7 nm como un haz continuo en un modo monocromatico y se utilizan
principalmente en la industria de desinfeccidén de alimentos y agua. Las lamparas MPM emiten
luz policromética mas potente entre 250 y 600 nm con lineas de emisién en las regiones de

luz UV y visible y estas lamparas funcionan a temperaturas mas altas.

Los principales tipos de sistemas UV incluyen un reactor UV anular de pelicula delgada que
ha sido disefiado para disminuir la longitud del camino y asi evitar problemas asociados con
la falta de penetracion (Koutchma, 2009). Los reactores de pelicula delgada se caracterizan
por un flujo laminar con un perfil de velocidad parabdlico, observandose una velocidad
maxima en el centro que es el doble de la velocidad promedio del liquido (Koutchma & Parisi,
2004). El reactor CiderSure y el reactor UV de flujo Taylor-Couette son dos disefios de reactor
UV de peliculas delgadas que se han utilizado para la inactivacion microbiana en alimentos
liquidos (Forney et al., 2004; Koutchma et al., 2006; Usaga et al., 2015).

Un segundo enfoque de disefio aumenta la turbulencia dentro del reactor UV, proporciona
una homogeneidad mejorada de la particula de flujo y, tedricamente, cada volumen del
producto estara expuesto a la luz UV debido a una mejor mezcla. Este reactor de flujo Dean
contiene un tubo de teflén enrollado con lamparas UV y reflectores colocados tanto dentro
como fuera del tubo enrollado, promueve turbulencia adicional y provoca un efecto secundario
de flujo (Koutchma, 2009). Diferentes investigaciones han utilizado el reactor de flujo Dean
para lograr mayores reducciones microbianas al tratar jugos de frutas y leche (Biancaniello et
al., 2018; Fenoglio et al., 2020; Geveke, 2008; Ward et al., 2018).

Los sistemas UV comerciales se han desarrollado para lograr una mayor eficacia de
rendimiento de la luz UV en productos con baja transmisién de rayos UV, como CiderSure
(FPE Inc., NY, EE. UU.), SurePure (SurePure Inc., Milnerton, Sudafrica); Salcor, CA, EE. UU.
y AseptoRay (MGT Industries Ltd., Ma’alot, Israel).

1.5.4. Mecanismo de inactivacion microbiana por luz UV-C

El rendimiento de inactivacion del procesamiento de luz UV depende en gran medida de las
caracteristicas del microorganismo objetivo. La sensibilidad a la luz UV de los
microorganismos varia significativamente segun la estructura de la pared celular, el grosor,
la composicion, la presencia de proteinas absorbentes de luz UV o las diferencias en la

estructura de los acidos nucleicos, asi como la capacidad de reparacion (Tran & Farid, 2004).

18



El patron de mayor a menor resistencia de las células microbianas a la luz UV-C corresponde
a: protozoos > virus > mohos > esporas bacterianas > levaduras > Gram positivos > Gram
negativos (Souza & Koutchma, 2021). Debido a su mayor tamafio celular o estructura de la
pared celular, se ha informado que las bacterias Gram positivas son mas resistentes que las
bacterias Gram negativas. Las levaduras y los mohos exhiben una mayor resistencia a los
rayos UV-C que las bacterias, o que se asocia con su mayor tamafio y forma que requiere
una mayor dosis de rayos UV para la inactivacién (Baysal, 2018; Char et al., 2010). La cepa,
el estado del cultivo, la densidad del microorganismo y las caracteristicas del medio de
crecimiento también influyen en el efecto germicida de la luz UV-C (Antonio-Gutiérrez et al.,
2019).

La absorcién de la radiacién UV-C induce cambios en la expresion génica del ADN con la
formacion de fotoproductos, denominados dimeros de ciclobutano pirimidina (CPD) y
fotoproductos pirimidina 6-4 pirimidona (6-4 PP) (Brem et al., 2017; Gayan et al., 2014). Esos
fotoproductos, en particular los CPD, inhiben la transcripcion y replicaciéon del ADN
(Koutchma, 2009).

La resistencia UV-C microbiana esta fuertemente relacionada con la capacidad del
microorganismo para reparar el dafio causado por la radiacion UV. La fotorreactivacion y la
reparacion oscura son dos mecanismos enzimaticos que los microorganismos utilizan para
reparar el dafio del ADN hasta cierto punto (Patras et al., 2021). La fotorreactivacion consiste
en revertir las lesiones del ADN mediante la accidon de la enzima fotoliasa utilizando la energia
de la luz visible (Baysal, 2018). La enzima fotoliasa escinde los dimeros de pirimidina
formados por la exposicion a los rayos UV, aprovechando la energia de la luz azul o UV
cercano para catalizar esta reaccion, restaurando los componentes de pirimidina individuales
(Koutchma, 2014). Por lo tanto, algunos microorganismos en el agua y los alimentos tratados
con luz UV pueden reactivarse si se exponen a la luz durante el almacenamiento, lo que tiene
importantes implicancias en la eficiencia de inactivacion por luz UV (Koutchma, 2014). Por
otro lado, en la reparacion oscura, el sitio dafiado del ADN se escinde y se reemplaza con la
base correcta utilizando la hebra complementaria molde sin necesidad de la presencia de la
luz (Patras et al., 2021). Este es un proceso de escisién de nucledtidos que involucra varias
enzimas que es menos eficiente que la fotorreactivacion y no siempre conduce a una

reparacion completa (Koutchma, 2014).
1.5.5. Inactivacion microbiana en alimentos mediante luz UV

La luz UV para el procesamiento de alimentos liquidos se ha estudiado ampliamente, en
particular para jugos de frutas y vegetales, lo que demuestra claramente su potencial para

promover una reduccién significativa de bacterias, virus, mohos y levaduras patégenos
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transmitidos por los alimentos y, en consecuencia, permitir la extension de la vida util (Souza
& Koutchma, 2021).

En sidra de manzana (pH 3,65, a = 17,41 cm), se analiz6 el efecto de la dosis UV-C de 50
mJ/cm? en la inactivacién de E. coli ATCC 8739 usando un equipo UV Taylor-Couette,
reportandose que el tratamiento UV consiguié una inactivaciéon de 4,76 log de E. coli sin
afectar las caracteristicas de frescura de la sidra (Orlowska et al., 2014). Caminiti et al. (2012)
observaron reducciones logaritmicas de 4,83 y 4,59 para L. innocua y E. coli en jugo de
manzana (a = 5,81 cm™?) a dosis de UV de 53,10 J/cm?. El tratamiento UV no afect6 el pH,
°Brix 0 el contenido total de fenoles, pero disminuy6 el pardeamiento no enzimatico (p <0,01)
y la capacidad antioxidante (11%) en comparacién con el jugo sin procesar en dosis de 2,66
a 53,10 J/cm? (Caminiti et al., 2012). Char et al. (2010) analizé la supervivencia de una cepa
o coctel de E. coli en jugo de manzana (pH 3,1; 12 °Brix) que fueron procesados por UV-C.
Se logr6 una reduccion logaritmica de 4,5 de E. coli ATCC 35218 en los primeros 5 minutos
de tratamiento con luz UV-C en jugo de manzana. Cuando se compararon las curvas de
supervivencia de la cepa y su cOctel, se encontraron inactivaciones similares y este efecto
fue dependiente del tipo de microorganismo y del tratamiento. Ademas, se observaron curvas
de inactivacion con concavidad ascendente y cola en agua de peptona y jugo de manzana,
es decir, queda una fraccién de células viables de alta resistencia (Char et al., 2010). Sin
embargo, en jugo de naranja, se observo una baja eficiencia de inactivacién del tratamiento
UV relacionada con la presencia de compuestos coloreados y particulas de fibra que
disminuyen la transmisién de luz UV-C (Char et al., 2010). En jugo turbio de naranja y
mandarina, Fenoglio et al. (2019) examind la resistencia a los rayos UV de S. cerevisiae KE
161 o su combinacion con 3 cepas de levaduras. Se logré una reduccion de entre 3,9 y 4,3
log de S. cerevisiae 0 su inéculo compuesto a una dosis de UV-C de 1720 mJ/cm?. La
inactivacion de S. cerevisiae fue menos efectiva en presencia del céctel de levaduras,
probablemente debido a una menor transmision de luz. Ademas, no se informaron cambios
en el pH, °Brix, turbidez y color de la mezcla de jugo expuesta a la luz UV-C (Fenoglio et al.,
2019).

En la leche desnatada (a = 170 cm™) se lograron reducciones de 7,8 log de E. coli, mientras
que en la leche entera (a = 220 cm™) la reducciéon maxima de E. coli fue de 4,1 log. Para
esporas de B. cereus, se informaron reducciones maximas de 2,72 y 2,65 en la leche
desnatada y entera, respectivamente, con valores de Re de 1,024 y 713 (Choudhary et al.,
2011). Barut et al. (2021) utilizaron un reactor UV de pelicula delgada. E. coli DH5a y L.
innocua alcanzaron 4,58 log y 3,19 log de inactivacion, respectivamente, a una dosis de 2,978
JIL en leche UHT al 3,8% de grasa (a = 896 cm™) (Barut et al., 2021). Ward et al. (2018)

trabajaron con el reactor UV en espiral con flujo tipo Dean, donde se generan vortices Dean
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gue permiten una distribucion homogénea de la dosis UV en el liquido. Los autores informaron
disminuciones en las cargas microbianas de E. coli, Salmonella, Listeria y virus MS2 y T1UV
de mas de 5 log en la leche desnatada tratada con dosis de UV de hasta 168,33 mJ/cm?
(Ward et al.,, 2018). Se informaron reducciones superiores a 6 log para las bacterias
estudiadas como L. monocytogenes, E. coli y S. aureus a una dosis UV de 21,3 mJ/cm? en
leche entera, mientras que la flora nativa de la leche se inactivé en 3-4 log a la misma dosis
UV (Lu et al., 2011).

La luz UV es un proceso en frio y limpio ya que no incorpora sustancias quimicas, y dado que
la inactivacién de microorganismos es el resultado de la energia de la radiacion, no se
producen cambios indeseables en las propiedades de calidad de los alimentos. Es una opcion
economica para la desinfeccibn en comparacion con los métodos de procesamiento
comunes, que requiere bajo costo de fabricacion, facil instalacién, operacién y mantenimiento
(Guerrero-Beltran & Barbosa-Céanovas, 2011; Koutchma et al., 2019). No se forman
subproductos téxicos o0 no toxicos no conocidos significativos durante el tratamiento con UV-
C (Koutchma, 2016). Adicionalmente, como tecnologia de procesamiento de alimentos no
térmica, lairradiacién UV-C tiene una imagen positiva para el consumidor (Patras et al., 2021).
Caminiti et al. (2012) informaron que las muestras tratadas con dosis de luz UV de hasta
10,62 J/cm? eran comparables al control en términos de aceptabilidad, aunque dosis iguales
0 superiores a 26,55 J/cm? produjeron efectos adversos en términos de sabor y color en jugo
de manzana. Por este motivo, se debe minimizar la intensidad de este tratamiento UV para
evitar la pérdida de calidad como efecto no deseado, logrando esto combinandolo con otras
técnicas (Char et al., 2010). Aparentemente, el uso de UV-C como Unico factor de
conservacion no permite obtener un producto alimenticio con las caracteristicas deseadas de
alta calidad, seguridad y estabilidad; en general, una combinacion de factores de
conservacion aplicados con menor intensidad es un método mas factible (L6pez-Malo &
Palou, 2004).

1.6. Antimicrobianos naturales

En los ultimos afos, los consumidores han manifestado su rechazo por el uso de
conservantes y aditivos sintéticos (como sorbatos y benzoatos) en alimentos y bebidas debido
a su asociacion con problemas a la salud, surgiendo un gran interés acerca de alternativas
de origen natural que permitan prevenir el crecimiento microbiano en alimentos. Los
antimicrobianos naturales por si solos o en combinacion con otros factores de estrés
aparecen como una interesante solucién para conseguir la inocuidad de alimentos ademas
de otorgar multiplicidad de sabores que captan la atencién del consumidor (Ferrario et al.,
2020; Schenk et al., 2018).
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1.6.1. Vainillina

Vainillina (4-hidroxi-3-metilbenzaldehido) es el principal compuesto fendlico extraido de las
vainas de Vanilla planifolia que es ampliamente usado como agente saborizante de una
variedad de productos como bebidas, helados, productos horneados, postres, asi también en
la industria farmacéutica y cosmética (Ferrante et al., 2007). En alimentos complejos que
contienen 4cidos grasos poliinsaturados, ha exhibido propiedades antioxidantes, por lo tanto,
tiene el potencial de usarse como conservante de alimentos (Burri et al., 1989).
Adicionalmente, la vainillina es un agente reconocido como seguro (GRAS) por la FDA
(Ferrante et al., 2007).

Ha exhibido multiples propiedades tales como efectos anti-mutagénicos, anti-cancer, anti-
metéastasis, antidiabéticas y potente actividad antioxidante (Elsherbiny et al., 2016; King et al.,
2007; Kumar et al., 2004; Lirdprapamongkol et al., 2005). En alimentos, al igual que muchos
otros compuestos fendlicos de bajo peso molecular, la vainillina muestra efectos inhibitorios
significativos sobre el crecimiento de diversos microrganismos, como bacterias, hongos vy
levaduras en jugos, bebidas y purés de frutas (Fitzgerald et al., 2004; Gabriel & Pineda, 2014;
Moon et al., 2006; Tomadoni et al., 2015).

El mecanismo del efecto antimicrobiano de vainillina se relaciona a que a bajas
concentraciones altera la actividad de ciertas enzimas relacionadas a la produccion de
energia, mientras que altas concentraciones provoca la desnaturalizacion de proteinas. Esto
se asocia a la habilidad de los compuestos fendlicos de alterar la permeabilidad celular de los
microorganismos por su naturaleza hidrofébica, al interactuar con proteinas y lipidos de
membrana (Ferrario et al., 2020). La adicién de vainillina resulta en la disipacion de gradientes
de iones, pérdida de homeostasis del pH y la inhibicién de respiracién celular de una manera
especie-especifica (Fitzgerald et al.,, 2004). Ademas, las mediciones de la absorcién de
yoduro de propidio indicaron que las membranas celulares de diferentes cepas de

Cronobacter estaban dafiadas por la exposicion a vainillina (Yemis et al., 2011).

1.6.2. Inactivacidon microbiana en alimentos adicionados con vainillina

Concentraciones de 20 y 10 mM de vainillina, respectivamente, fueron requeridos para
alcanzar una inhibicion completa de S. cerevisiae y C. parapsilosis en jugo de manzana y
bebidas con sabor a durazno durante el almacenamiento de 8 semanas a 25°C (Fitzgerald et
al., 2004). En el dia 3 de almacenamiento a 5°C se alcanzaron reducciones de 2,4 log de E.
coli O157:H7 en jugo de frutilla con vainilina 16 mM, mientras que al quinto dia de
almacenamiento de 5°C ya no se detectaron supervivientes en las muestras de jugo con

vainillina (Tomadoni et al., 2015). En endospermo liquido de coco (pH 5,01; 5,2° Brix), el
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tiempo de reduccion decimal a 55°C de E. coli O157:H7 fue de 29,43 min cuando se agrego

vainillina en concentraciones de 250 ppm (Gabriel & Pineda, 2014).

El efecto de la vainillina depende de diversos factores fisicos y quimicos del medio de cultivo
o alimento evaluado. Delaquis et al. (2005) determinaron la concentracion inhibitoria minima
(MIC) de vainillina para varias especies de Listeria en medios de laboratorio a varios niveles
de pH. Las MIC informadas para L. monocytogenes y L. innocua a pH 5,0 fueron de 20 y 23
mM (0,3 y 0,35 % p/v), respectivamente, lo que sugiere que la primera era ligeramente mas
sensible al efecto inhibitorio de vainillina (Delaquis et al., 2005). Moon et al. (2006)
determinaron la efectividad de adicion de vainillina (40; 80 mM) en la viabilidad de L.
monocytogenes y E. coli 0157:H7 inoculados en jugo de manzana a dos valores de pH (3,5
0 4,5). La suplementacién con vainillina 40 mM ejercioé un efecto letal que dependia de la
especie, la concentracion, el pH y la temperatura. E. coli O157: H7 fue mas sensible a la
vainillina que L. monocytogenes, y no se pudieron recuperar células viables después de 2
dias de incubacién a 4°C o 15°C. Esto muestra que la vainillina produce un efecto a largo
plazo que previene el crecimiento microbiano de cualquier célula bacteriana que pudiera

haber sobrevivido durante el almacenamiento en refrigeracién (Moon et al., 2006).

También se ha analizado el efecto de la adicion de vainillina en la inactivacion microbiana en
productos lacteos. Tipparaju et al. (2004) proporcionaron evidencia de que el principio activo
de la vainilla mejora la destruccién de L. monocytogenes en el yogur, un producto alimenticio
de alta acidez, durante el almacenamiento a 8°C por 31 dias. Se reportaron reducciones de
2,5y 3,5 log de L. monocytogenes en yogur bajo en grasas y yogur sin grasa saborizados
con vainillina, respectivamente. Estos hallazgos se asociaron al efecto protector de la grasa
en los microorganismos y la posible solubilizacién de los compuestos fendlicos en la fase
lipidica, lo que hace que no esté disponible para la inhibicion de los patégenos (Tipparaju et
al., 2004). La presencia de vainillina (900 a 1800 ppm) aumenté la tasa de mortalidad de L.
monocytogenes en la leche desnatada a bajas temperaturas de pasteurizacion (55°C-58°C),
mientras que a temperaturas mas altas, este efecto fue menos evidente y predomino el efecto
térmico. Las curvas de supervivencia mostraron una forma convexa, con un hombro seguido
de una tasa de muerte acelerada, sin efecto de cola, independientemente de la temperatura
y la concentracion de vainillina en la leche (Cava-Roda et al., 2012). En leche fermentada, la
incubacién con vainillina 0,6 mM por 48 horas tiene una actividad inhibitoria significativa en
Cladosporium cladospororioides, Penicillium citrinum y Actinomucor elegans, al disminuir la
tasa de crecimiento, aumentar la fase lag y disminuyendo la biomasa de micelio (Pei et al.,
2021).
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La aplicacion industrial de antimicrobianos naturales incluye dos aspectos importantes, la
validacion de estudios in vitro en alimentos reales y los cambios sensoriales que imparten a
los alimentos cuando se agregan. Char et al. (2009) describieron que la adicién de vainillina
al jugo de naranja gener6 una ligera modificacion del sabor del jugo debido al proceso de
conservacion (adicion de vainillina y tratamiento térmico suave), la aceptacion general del
jugo fue satisfactoria con un valor promedio de 6,5 en una escala hedénica de 9 puntos (1 =
“disgusto extremadamente"; 9 = "me gusta mucho") (Char et al., 2009). Se debe continuar
investigando el efecto de vainillina en la inactivacion de microorganismos deteriorantes y
patdgenos en combinacion con nuevas tecnologias de procesamiento como el tratamiento
UV, sin que se requieran altas concentraciones de antimicrobianos naturales que puedan

alterar las caracteristicas organolépticas a los alimentos.

1.7. Tecnologia de obstaculos

La tecnologia de obstaculos o0 métodos combinados representa una alternativa para procesar
alimentos que sufren pérdida de calidad debido a los tratamientos térmicos tradicionales. La
combinaciéon de dos o mas tecnologias de procesamiento puede resultar en efectos aditivos
0 sinérgicos en la inactivacion de patégenos alimentarios (Leistner, 2000). En este sentido,
se ha investigado el uso de antimicrobianos naturales en combinacién con nuevas tecnologias
de procesamiento no térmicas de alimentos o calentamiento suave para alcanzar el efecto de
inactivacion microbiana requerido y producir, de esta manera, alimentos minimamente
procesados que satisfaga la creciente demanda de los consumidores de alimentos de alta

calidad y sin conservantes sintéticos (Alzamora et al., 2003; Char et al., 2010).

Se ha analizado la combinacién de tratamiento UV-C junto a antimicrobianos naturales. En
un sistema discontinuo, dosis de UV-C de 5,04 kJ/m? junto con nisina (7,81 yg/mL) en jugo
de naranja, lograron una reduccion de mas de 1,7 log esporas de A. acidoterrestris a los 6
min de tratamiento, mientras que el tratamiento UV de 15 min reduce las esporas bacterianas
solo en 1,0 log (Ferreira et al., 2020). Beristain-Bauza et al. (2018) analizaron el efecto del
tratamiento UV-C y vainillina en la reduccion de S. Typhimurium en agua de coco. El agua de
coco tratada con luz UV-C durante 7 min almacenada a 5°C y afiadida con vainillina o
cinamaldehido (100 pyg/mL) mostr6 una fase de retraso de 4 dias en el crecimiento bacteriano
respecto de los controles o no presentd crecimiento de S. Typhimurium durante 30 dias,
respectivamente (Beristain-Bauza et al., 2018). Se ha reportado que un tratamiento UV-C
(390 mJ/cm?) aplicado a jugos mezcla de naranja-mandarina y jugo de naranja-platano-
mango-kiwi-frutilla consiguié reducciones de 3,7-3,8 log, 2,4-3,6 log y 1,5-1,6 log de E. coli
ATCC 25922, L. plantarum ATCC 8014 y S. cerevisiae KE 162, respectivamente. Para E. coli

se observé una inactivacion adicional de 0,7 a 3,1 reducciones logaritmicas cuando se
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agregaron antimicrobianos (vainillina 1000 ppm y citral 100 ppm) y cuando se aplicé luz UV-
C, vainillina y tratamiento térmico suave (50°C) respectivamente. En el caso de S. cerevisiae,
se alcanzaron 0,5 a 2,7 reducciones logaritmicas adicionales para el tratamiento UV y
antimicrobianos naturales y para los 3 métodos combinados nombrados anteriormente
respectivamente en ambos jugos. Esto demuestra que la adicién de antimicrobianos a los
jugos tratados con UV-C mostro efectos aditivos y sinérgicos sobre E. coli y S. cerevisiae
durante el almacenamiento refrigerado (Ferrario et al., 2020). Por lo tanto, la aplicacién de luz
UV-C en conjunto con antimicrobianos naturales es una alternativa promisoria para el
tratamiento de jugos y productos lacteos, asegurando la inocuidad de estos productos

alimenticios.
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2. HIPOTESIS

“El tratamiento combinado de luz UV-C y el antimicrobiano natural vainillina reducira la carga

microbiana en bebidas proteicas a base de proteina de suero de leche y jugo de manzana”.

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la luz UV-C y del antimicrobiano natural vainillina sobre la inactivacion
de E. coliy L. innocua en bebidas proteicas a base de proteina de suero de leche y jugo de

manzana.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico 1. Formular y caracterizar fisica y quimicamente las bebidas proteicas a

base de proteina de suero de leche y jugo de manzana.

Objetivo especifico 2. Evaluar la efectividad de los tratamientos con luz UV-C para inactivar
E. coli y L. innocua en bebidas proteicas a base de proteina de suero de leche y jugo de

manzana.

Objetivo especifico 3. Analizar el efecto del tratamiento combinado de UV-C y vainillina para
inactivar E. coliy L. innocua en bebidas proteicas a base de proteina de suero de leche y jugo

de manzana.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

A continuacion, se indican los insumos adquiridos y proveedores respectivos para el
desarrollo de la presente tesis:

Acido citrico (Matheson Coleman & Bell, Cincinnati, Ohio, EE.UU.).

Acido lactico (Merck, Darmstadt, Alemania).

Agar tripteina de soya (Becton, Dickinson and Company, Nueva Jersey, EE.UU.).
Agua de peptona (Merck, Darmstadt, Alemania).

Caldo Tripteina de soya (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra).
Detergente alcalino con espuma controlada WK-790 (Winkler Ltda, Santiago, Chile).
Detergente neutro de espuma controlada WK-810 (Winkler Ltda, Santiago, Chile).
Etanol (Merck, Darmstadt, Alemania).

Fenoftaleina (Merck, Darmstadt, Alemania).

Hidréxido de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania).

Lactoprin 80 (concentrado de proteina de suero de leche 80% p/p, WPC) (Prinal, Santiago,
Chile).

Vainillina (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EE.UU.).

5.2. Cepas bacterianas

Las cepas E. coli ATCC 35218y L. innocua ATCC 33090 se utilizaron como microorganismos

modelo en este estudio.

5.3. Preparacion de bebidas

Las bebidas proteicas fueron preparadas con los siguientes reactivos: WPC 80% p/p para

facilitar el manejo de los ingredientes y estandarizar el proceso de fabricacion y estabilidad

27



microbioldgica; jugo de manzana comercial adquirido en el mercado local (L'Onda, Lima,
Perul), clarificado y sin preservantes; agua estéril para reconstituir el WPC y edulcorante
liquido Stevia (5 gotas/100 mL).

Se elaboraron formulaciones de bebidas proteicas con diferentes concentraciones de los
componentes con el objeto de evaluar bebidas con diferentes coeficientes de absorbancia, lo
cual determina la disponibilidad de fotones de luz UV-C en el liquido tratado y la consiguiente
tasa de inactivacion microbiana. Las formulaciones de bebidas se realizaron con una
suspension de WPC 30 g/L en proporciones entre 60-80% Yy de jugo de manzana entre 20-
40% respectivamente (Tabla 1). El pH de las bebidas 80-20% fueron ajustados a pH 4,5
mediante acidificacion con acido citrico. Las bebidas fueron caracterizadas fisica y
guimicamente midiendo el pH, sélidos solubles, acidez titulable, coeficiente de absortividad,

color y viscosidad.

Tabla 1. Formulaciones de bebidas proteicas.

Formulacién Suspension Conc. WPC  Jugo de
de (g/L) manzana
proteina de dJM)
suero (P)
Bebida A 60% 30 40%
Bebida B 70% 30 30%
Bebida C 80% 30 20%

5.4. Propiedades fisicas y quimicas de las bebidas

El pH se midioé con un pHmetro (pH21, Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE.UU.).

El contenido de sdlidos solubles se determind utilizando un refractometro digital (RX-1000
Atago, Atago Co, Carnation, WA).

La acidez titulable se calcul6 mediante titulacion potenciométrica con una solucién de NaOH
0,1 m/L hasta pH 8,1. Los resultados se expresaron en g/mL del principal &cido organico
(acido malico) segun el método oficial AOAC 942.15 (AOAC, 2000).

La transparencia de las bebidas se determiné midiendo la absorbancia de las muestras en
cubetas de cuarzo de 1 cm de espesor utilizando un espectrometro UV/visible (UNICAM UV3,

Cambridge, Inglaterra) a 254 nm.

El coeficiente de absortividad (cm™?) se calculé midiendo la absorbancia de diferentes
diluciones de las bebidas proteicas y determinando la pendiente del grafico de absorbancia

versus concentracion.
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El color de las bebidas se midio en la escala CIELab con el espectrocolorimetro Lab Scan XE
(Hunter Associates Laboratory, Reston, VA). El colorimetro se estandarizé con el azulejo
estandar blanco caracterizado por: X = 79,71; Y = 84,49; Z = 84,49.

La viscosidad se determiné con un viscosimetro DV-Il + PRO (Brookfield Engineering Labs
Inc., Middleboro, MA) a 15,9°C. La velocidad de rotacion del husillo fue de 200 rpm.

5.5. Preparaciéon de in6culos

Los in6culos de E. coli/L. innocua se prepararon transfiriendo un asa llena de cultivo madre
(stock en glicerol mantenido a -18°C) a 25 mL de Caldo Tripteina de Soya (digestién
pancreatica de caseina 17,0; digestion enzimatica de soya 3,0; cloruro de sodio 5,0; di
hidrogenofosfato de potasio 2,5; glucosa 2,5) y se incubaron a 37°C con agitacién hasta
alcanzar la fase estacionaria (= 24 h). Para cada ensayo, se agregaron 2 mL de in6culo a 600
mL de bebida proteica para obtener una concentracion inicial de ~108-10” UFC/mL de las

bacterias.

5.6. Tratamientos UV-C

5.6.1. Fuente de luz UV-C

Se utilizé un equipo UV-C de flujo continuo de capa delgada constituido por 2 LPM UV-C (36
W, Phillips) con peak maximo de emision a 254 nm conectadas en serie. Cada lampara esta
cubierta por tubos de vidrio de 120 cm de largo, dejando un espacio anular de 2 mm por
donde circula el fluido para su tratamiento. Las bebidas proteicas (600 mL) se recircularon
por el equipo con ayuda de una bomba peristaltica (Masterflex model N°7553-85, Cole-
Parmer Instrument Company, USA) a una velocidad de 7,7 mL/s (Figura 1). Las muestras se
agitaron continuamente durante el tratamiento UV-C con un agitador magnético (Janke &
Kunkel KG, Alemania).
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LAMPARA LAMPARA N
uv-C uv-c Separacién
de 2 mm

TUBO DE
VIDRIO

LAMPARA
uv-c

Retorno de
BOMBA flujo

PERISTALTICA

TANQUE DE
MUESTRA

|__ AGITADOR
| mAGNETICO

Figura 1. Montaje de equipo UV-C de flujo continuo. A: Diagrama que muestra el sistema UV-C
usado en esta tesis. B: Vista transversal de tubo de vidrio con lampara UV por donde circulé la muestra
de bebida proteica.

Antes de su uso, el equipo se sometid a un procedimiento de limpieza en el lugar (in situ) con
agua destilada estéril con hipoclorito al 5% v/v que se hizo circular durante 5 minutos.
Posteriormente, se pas6 agua estéril para enjuague del equipo durante 5 min y luego las
lamparas UV-C se encendieron durante 20 min antes del tratamiento UV para minimizar
fluctuaciones en intensidad y esterilizar el equipo. Después de cada ensayo el equipo se
enjuago con agua y se recircul6 hidroxido de sodio 0,1% p/p por 10 min, posteriormente se
enjuagd nuevamente con agua y se limpio el equipo con acido lactico 0,1% v/v por 10 min.
Finalmente, se enjuag6 con agua y se recirculé con hipoclorito de sodio 5% v/v por 10 min

con un enjuague final con agua estéril.

En los experimentos finales, se utiliz6 detergente neutro de espuma controlada WK-810
(compuesto por hidroxido de sodio menor al 1%) diluido 1:50 reemplazando el hidréxido de

sodio 0,1% p/p y una vez a la semana se realiz6 un lavado con detergente alcalino con
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espuma controlada WK-790 (hidréxido de sodio 9 - 12%) diluido 1:50 para evitar el dafio en

los electrodos de las lamparas UV-C.

5.6.2. Calculo de las dosis germicidas UV-C

La dosis UV-C entregada se determiné usando la técnica de actinometria de Rhan (1997),
siendo adaptada para un tratamiento de flujo continuo (Char et al., 2010). Las soluciones
yoduro de potasio 0,6 M y yodato de potasio 0,1 M en buffer borato 0,01 M (pH = 9,25) se
utilizaron como actinémetros quimicos, las cuales fueron preparadas y mezcladas durante el
dia de la determinacién. La luz UV-C provoca la generacion de triyoduro cuando la soluciéon

es tratada en el sistema, el cual se cuantificé6 mediante la medicién de absorbancia a 352 nm.
La ecuacion general para el conjunto de reacciones de actinometria corresponde a:
8I- + 103+ 3H;0 + h*v - 3I3- + 60H-

Se aplico la siguiente ecuacion para el célculo de rendimiento cuantico (¢) de las soluciones
de yoduro y yodato de potasio utilizadas en esta técnica, que incorporan la temperatura (T) y

la concentracién de yoduro de potasio (C):
¢ = 0,75[1 4 0,02(T — 20,7)][1 + 0,23(C — 0,577)]

La absorbancia de la soluciéon de yoduro y yodato se midié a 300 y 352 nm antes de ser
expuesta a luz UV-C. La lectura a 300 nm permitié calcular la concentracién de yoduro en la

solucion actinométrica segun la ecuacion:

1,061

[Yodurol (M) = 55350 nm)

Luego la muestra se trat6 con luz UV-C y se registré la temperatura. Se calcul6 el rendimiento
cuantico corregido que expresa la cantidad de Einsteins de fotones absorbidos por la muestra
segun la siguiente ecuacion, donde se utilizé el aumento en la absorbancia a 352 nm (AODs3s;
nm), €l coeficiente de extincion molar de triyoduro (26400 M-*cm™) y volumen de la muestra
tratada (L):

(Einsteins) _ [AOD35; m * 26400 = Vol (L)]
L) ¢

El nimero de fotones incidentes fueron transformados en kilojulios/m?,

Se aplico la luz UV-C con tiempos de exposicion de 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 15 y 20 min. Durante

cada tratamiento, se tomaron muestras del estanque de almacenamiento con la bebida
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inoculada a intervalos de tiempo seleccionados y se analizaron para la enumeracién de los

supervivientes. Los ensayos se realizaron por triplicado.

5.7. Tratamiento combinado de vainillinay UV-C

Se adicion6 vainillina (0,1% p/v) preparada en solucién etanol:agua (40:60) a las bebidas
proteicas segun los resultados previos de Char et al., (2010). Se aplicaron dosis UV-C con
los mismos tiempos de exposicion que en el ensayo de tratamiento UV-C individual.
Posteriormente se tomaron muestras a los intervalos de tiempo definidos y se colocaron en

hielo hasta su enumeracion. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

5.8. Enumeracion bacteriana

Se analizé el recuento de supervivientes al tratamiento UV-C o UV-C combinado con
vainillina, realizando diluciones seriadas de las muestras en agua de peptona 0,1% p/v y se
sembraron en superficie 100 yL de suspensién de muestra por duplicado, usando TSA-YE
para los ensayos con E. coli y L. innocua. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h (E.
coli) y 48 h (L. innocua). Los ensayos se replicaron al menos tres veces y se informé la
fraccion de microorganismos superviventes promedio. Las curvas de supervivencia se
generaron a partir de los datos experimentales trazando Log N/No (donde N es el nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) por mL en un momento dado y No el nimero inicial

de UFC/mL) frente al tiempo de tratamiento.

5.9. Modelo de distribucién de resistencias de Weibull

Las curvas de supervivencia de las bacterias se ajustaron a la forma acumulativa de una
distribucion de resistencias tipo Weibull (Peleg & Cole, 2000), con el fin de calcular los
parametros de inactivacion y seleccionar los tratamientos mas adecuados segun la siguiente
ecuacion:

Nt

S(t)=Log — =—-b x t"

No

Donde S es la fraccion de supervivencia del microorganismo, t es el tiempo de reaccién, by

n son constantes que fueron obtenidas utilizando una técnica de regresién no lineal y

representan el grado de inactivacion de las células microbianas (b) y el pardmetro de forma
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o tendencia de la curva de supervivencia (n). Posteriormente, se usaron los valores de by n

para generar las curvas de frecuencia de resistencias usando la siguiente ecuacion:

d¢ _
a - bnt? texp (—btl)

. . . Lpeps . d . . .,
donde t,. es una medida de la resistencia o sensibilidad del organismo y f es la distribucién
c

de Weibull correspondiente a t.. Ademas, se calcularon los pardmetros estadisticos moda de
distribucion t.,,, correspondiente al tiempo de tratamiento en el que la mayoria de la poblacion
muere 0 se inactiva; media t, que representa el tiempo de inactivacion promedio, con su
varianza oZ; y coeficiente de sesgo v;, que indica el sesgo de la distribucion. Estos

pardmetros se obtuvieron a partir de las siguientes ecuaciones:

~ (Tl— 1) 1/n
ton = |5

n

=D
pi/n

(n+2)] (n+ D)’
2 {F[L_FL]}

n ] | n

p2/n

[ (n+3)/0%]

[re D]

5.10. Andlisis estadistico

Se aplicé la prueba de comparacion de medias de Tuckey para analizar si hay diferencias
significativas entre los parametros fisicos y quimicos de las bebidas (p < 0,05).
Adicionalmente, se utilizd el software STATGRAPHICS Centurion XVI.I para Windows

(Statistical Graphics Corp., Washington, EE. UU.) para los andlisis de regresion no lineal.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion fisicoquimica de las bebidas proteicas

En primer lugar, las diferentes formulaciones de bebidas proteicas ensayadas fueron
caracterizadas mediante parametros fisicos y quimicos como pH, sélidos solubles, acidez
titulable, coeficiente de absortividad, color y viscosidad (Tabla 2). Para todas las propiedades
medidas existen diferencias significativas entre las diferentes formulaciones de bebidas
proteicas (p < 0,05), excepto para viscosidad observandose una diferencia significativa entre
Bebida Ay B y la Bebida C. Las tres bebidas exhiben pH acido, sin embargo, a la bebida C
se le adiciond acido citrico para alcanzar un pH de 4,5. Respecto a los solidos solubles, la
Bebida A es la que presenta mayor cantidad de sélidos solubles que se relaciona a la mayor
proporcion de jugo de manzana que tiene esta formulacién, ademas tiene la mayor acidez
titulable, coeficiente de absortividad y viscosidad en comparacion a las otras bebidas. Por
otro lado, la Bebida C es la formulacion que presenta menor °Brix, acidez titulable y
coeficiente de absortividad, mientras que la bebida B presenta valores intermedios de estas

propiedades.

Las propiedades 6pticas de los alimentos como el coeficiente de absortividad molar, turbidez
y color son factores significativos que afectan la eficiencia de inactivacion del proceso UV.
Especificamente, el coeficiente de absortividad es una propiedad medida de la cantidad de
luz absorbida por unidad de concentracién, absorbancia o densidad 6ptica. Cuanto mayor sea
la concentracién de una sustancia, mayor sera su absorbancia debido a que la proporcion de
luz que se absorbe se ve afectada por la cantidad de moléculas con las que interactla, que
resulta en una baja penetracion de la luz UV. En una solucién diluida, la absorbancia es baja
porque hay menos moléculas disponibles para interactuar con la luz (Koutchma et al., 2021).
Todas las bebidas ensayadas contienen una misma cantidad de WPC por lo tanto la
proporcion de jugo de manzana es la principal variable que determina el coeficiente de
absortividad medido. La Bebida A es la bebida que presenta mayor proporcion de jugo de
manzana y por ende un mayor coeficiente de absortividad que se relaciona a una menor
eficiencia de desinfeccion UV. En cuanto al color, se observé un aumento del pardmetro L*
(luminosidad) al disminuir el porcentaje de jugo de manzana, mientras que los valores a*

(componente rojo) y b* (componente amarillo) disminuyeron (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracterizacidn fisicoquimica de bebidas proteicas.

Formulacion  Suspension  Jugo de pH Sélidos Acidez Coeficiente  Viscosidad L* ax b*
de manzana solubles titulable de (cP)
proteina de (IM) (°Brix) (g/mL &c. absortividad
suero (P) malico) (cm™)

Bebida A 60% 40% 4,75 +£0,0092 7,47 £ 0,032 0,184 + 49,59 + 0,252 7,28+0,082 71,39+ -1,63 = 19,05 +
0,0022 0,022 0,072 0,082

Bebida B 70% 30% 4,96 £ 0,003> 6,47 £ 0,03° 0,152 + 48,41 +£0,32> 7,19+0,042 72,36 -2,36 + 16,17 =
0,002° 0,03° 0,03 0,13°

Bebida C 80% 20% 5,08 £0,006°c 5,13+0,17¢ 0,129 + 46,89 +0,08° 6,86+ 0,10° 73,49+ -3,17 + 12,76 =
0,000¢ 0,02¢ 0,04¢ 0,03¢

Valores medios de pH, sélidos solubles (°Brix), acidez titulable (g/mL acido malico), coeficiente de absortividad a 254 nm, viscosidad (cP) y parametros de
color CIELab (L*, a*, b*) junto con los errores estandar correspondientes de las formulaciones de bebidas utilizadas en este estudio (n = 3). Los valores de

columna con diferentes letras (a, b, ¢) presentan diferencias significativas (p < 0,05).
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6.2. Determinacion de la dosis germicida UV-C

Para determinar las dosis UV-C administradas durante el procesamiento, se aplicé una
reaccion actinométrica utilizando una solucion de yoduro 0,6 M y yodato 0,1 M en buffer
borato 0,01 M como actinbmetro quimico. La exposicion de esta solucion a la luz UV-C
durante diferentes tiempos resulté en la formacion de distintas concentraciones de triyoduro
gue fue cuantificado por su absorbancia a 352 nm. De esta manera, se calcularon las dosis

UV-C correspondientes a cada tiempo de procesamiento.

Tabla 3. Célculo de dosis UV-C aplicadas en relacién al tiempo de procesamiento.

Tiempo Dosis UV-C
(min) (kJ/m?)
0 0,04
2,5 9,13
5 9,92
7,5 18,61
10 24,02
15 35,85
20 47,72

6.3. Efecto de luz UV-C en la inactivacion de E. coli en las bebidas proteicas

Para estudiar el efecto germicida de la luz UV-C, las bebidas proteicas fueron inoculadas con
E. coli y se analiz6 el nimero de supervivientes de las muestras tratadas con luz UV-C (0 -
20 min). En la Figura 2 se observan las curvas de inactivacion de E. coli por luz UV-C en las
diferentes formulaciones de bebidas proteicas. El tratamiento UV-C provocé reducciones
entre 3,95y 4,31 log UFC/mL de E. coli en las bebidas proteicas. La luz UV-C fue mas efectiva
en la Bebida C donde se registré una inactivaciéon de aproximadamente 2,90 log UFC/mL a
los 10 min de tratamiento y 4,31 log UFC/mL los 20 min de tratamiento. La Bebida B, a pesar
de presentar un valor intermedio de coeficiente de absortividad (a = 26,08 cm?) en
comparacion a las otras formulaciones, presentd los menores niveles de inactivacion (3,95
log UFC/mL a los 20 min de luz UV-C).
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Figura 2. Inactivacion de E. coli por luz UV-C en bebidas proteicas. Curvas de supervivencia de E.

coli al tratamiento con luz UV-C en las bebidas proteicas.

6.4. Efecto de luz UV-C en la inactivacion de L. innocua en las bebidas proteicas

Las curvas de supervivencia de L. innocua tratadas por luz UV-C en las bebidas proteicas
estan presentadas en la Figura 3, observandose una tendencia similar en la inactivacion del
microorganismo en las diferentes formulaciones de bebidas. Se alcanzaron reducciones
logaritmicas entre 4,45y 4,69 de L. innocua al tratar las bebidas proteicas con 20 min de luz
UV-C, siendo mas efectiva en la Bebida B. Sin embargo, se observaron niveles de
inactivacion de 3,01, 3,27 y 3,45 log UFC/mL a los 10 min de tratamiento UV en las Bebidas
A, By C respectivamente. Demostrando que existe una disminucién mas rapida de L. innocua
en la Bebida C durante los primeros 10 min de aplicacion de luz UV-C en comparacion a las

otras formulaciones de bebidas proteicas.
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Figura 3. Inactivacién de L. innocua por luz UV-C en bebidas proteicas. Curvas de supervivencia
de L. innocua por tratamiento UV-C en las bebidas proteicas.

6.5. Efecto combinado de luz UV-C y vainillina en la inactivacion de E. coli en las
bebidas proteicas

Para determinar la efectividad de la tecnologia de obstaculos en la inactivacion microbiana,
las bebidas proteicas inoculadas con E. coli fueron tratadas con luz UV-C y antimicrobiano
vainillina (0,1% p/v) y luego se determindé el nimero de supervivientes (Figura 4). El
tratamiento combinado fue mas efectivo en la Bebida C, donde redujo E. coli en 5,03 log
UFC/mL en 20 min, en comparacion a la disminucién de 4,31 log UFC/mL observada en la

misma bebida tratada solo con luz UV-C.
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Figura 4. Inactivacion de E. coli por lacombinacién de luz UV-Cy vainillina en bebidas proteicas.
Curvas de supervivencia de E. coli por tratamiento combinado de UV-C y vainillina (0,1% p/v) en las
bebidas proteicas.

6.6. Efecto combinado de luz UV-C y vainillina en la inactivacién de L. innocua en las

bebidas proteicas

En la Figura 5 se observa la inactivacion de L. innocua por la combinacién de luz UV-C y
vainillina (0,1% p/v) en las formulaciones de bebidas proteicas, logrando mayores niveles de
inactivacion que en las bebidas inoculadas con E. coli. El procesamiento UV y vainillina
alcanzaron reducciones de entre 5,03 y 5,17 log UFC/mL de L. innocua en las bebidas
proteicas. El tratamiento combinado resulté mas efectivo en la Bebida C donde la adicién de
vainillina consiguié un aumento en la inactivacion de 0,72 log UFC/mL en comparacion con

la Bebida C tratada sélo con UV.
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Figura 5. Inactivacion de L. innocua por luz UV-C y vainillina en bebidas proteicas. Curvas de
supervivencia de L. innocua por tratamiento combinado de UV-C y vainillina (0,1% p/v) en las bebidas

proteicas.

A pesar de que en la formulacién C se observaron las mayores reducciones logaritmicas tanto
para E. coli como de L. innocua en el tratamiento combinado de luz UV-C y vainillina, no fue
posible demostrar una relacion entre la formulacion de la bebida y la eficiencia de inactivaciéon
UV ya gue no se encontraron diferencias marcadas entre los 3 tipos de bebidas proteicas y
los niveles de inactivacién microbiana alcanzados. Con el fin de obtener una mejor explicacion
de estos resultados, se ajustaron los datos de inactivacién obtenidos al modelo matematico
de Weibull para poder cuantificar asi la respuesta microbiana frente a los diferentes

tratamientos.

6.7. Aplicacion del modelo de Weibull a las curvas de supervivencia de E. coli en las

bebidas proteicas

Las diferencias observadas entre los tratamientos fueron analizadas mediante el modelo de
distribucion de frecuencias de resistencias tipo Weibull que surge como una alternativa a los
modelos cinéticos considerando que existe un espectro de resistencias a un tratamiento
determinado en la poblacion bacteriana (Peleg & Cole, 1998). En las Figuras 6 y 7 se muestra
el ajuste del modelo de distribucion de Weibull a los datos experimentales, y en la Tabla 4, se
presentan los parametros b y n obtenidos al ajustar el modelo a las curvas de supervivencia

de E. coli, obteniéndose altos valores de R?entre 94,5% y 99,0%.
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Los pardmetros b y n variaron de acuerdo a la formulacion de la bebida y al tratamiento
combinado o no. El parametro b corresponde al grado de inactivacion microbiana. En el caso
de E. coli, este valor b fue mayor en la Bebida C (bebida con 20% de jugo) entre las
formulaciones tratadas con UV, como también los demuestra la mayor inactivacion de la curva
modelada (Figura 6.a). La adicion de vainillina en todas las formulaciones de bebidas
proteicas provocd un aumento del valor de b respecto a la misma bebida tratada solo con UV,
es decir, consiguié un mayor efecto inhibitorio de E. coli. Sin embargo, en los tratamientos
combinados de UV y vainillina, el grado de inactivacion (pardmetro b) estuvo en el rango entre

0,39y 0,42 con escasa diferencia entre las distintas bebidas (Figura 6, Tabla 4).

Por otro lado, el parametro n esté relacionado con la forma de la curva de inactivacion. Sin =
1 la curva de supervivencia resultard lineal en las coordenadas semilogaritmicas
correspondiendo a una cinética de primer orden. Cuando n < 1, la curva de supervivencia
muestra gran inactivacion desde el comienzo del tratamiento con una concavidad hacia arriba.
En cambio, cuando n > 1, la curva de supervivencia semilogaritmica muestra un hombro inicial

y una concavidad hacia abajo pronunciada (Peleg & Cole, 1998).

Las Bebidas A y C obtuvieron un valor de n similar, mientras que solo la Bebida B tratada con
UV tiene curvas de supervivencia con n = 1 casi lineal. Tanto las muestras procesadas con
UV-C como las UV + vainillina obtuvieron valores de n < 1 que se vincula a una fuerte
inactivacion desde el comienzo del tratamiento, lo que indicaria gran sensibilidad de los
microorganismos al tratamiento UV-C por la acumulacién de dafios y se asocia a una

concavidad ascendente de la curva de supervivencia (Figura 6).

Posteriormente se utilizaron los valores de b y n para generar los gréaficos de distribucion de
frecuencias de resistencias (Figura 7) y estadisticos asociados como moda, media, varianza
y coeficiente de sesgo presentados en la Tabla 4. Al comparar las bebidas tratadas con UV-
C, la Bebida C present6 el mayor grado de inactivacion (b) y curvas mas estrechas con un
importante sesgo a la derecha. Que se relacion6 ademas con una mayor moda y los menores
valores de media y varianza respecto a las Bebidas A y B. Lo que demuestra que, en esta
bebida, la mayoria de la poblacion de E. coli fue més sensible al UV-C en cortos tiempos de
exposicion. Ademas, el tratamiento UV combinado con vainillina 0,1% p/v en todas las
bebidas produjo curvas mas estrechas con mayor moda y con una marcada reduccion en la
dispersién (menor media y varianza), comparados con las bebidas tratadas sélo con UV-C
(Figura 7).
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Figura 6. Ajuste del modelo de Weibull a los datos de supervivencia de E. coli en las bebidas
proteicas tratadas con UV-C con o sin vainillina. Valores experimentales (puntos) y predichos
(lineas). (@) Bebida A; (m) Bebida B; (4) Bebida C. A: Bebidas tratada con UV; B: Bebidas tratadas

con UV y vainillina 0,1% p/v.
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Figura 7. Distribucién de frecuencias de resistencias correspondientes a las curvas de
supervivencia de E. coli en las bebidas proteicas tratadas con UV-C con o sin vainillina
ajustadas con la funcién de distribucidon acumulativa de Weibull. A: Bebidas tratada con UV; B:

Bebidas tratadas con UV y vainillina 0,1% p/v.
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Tabla 4. Parametros de distribucion tipo Weibull (b y n) y estadisticas relacionadas correspondientes a la supervivencia de E. coli en las bebidas
proteicas tratadas con luz UV-C con o sin vainillina (0,1% p/v).

Bebida Tratamiento b SE n SE Variabilidad Moda Media Varianza Coeficiente
explicada % (R2adj) (min) (min) (min?) de sesgo
A uv 0,31 0,12 0,91 0,14 94,5 0,29 3,81 17,58 2,35
A uv +V 0,42 0,13 0,82 0,14 94,5 0,45 3,16 15,07 2,65
B uv 0,19 0,07 1,04 0,13 96,1 0,24 4,91 22,14 2,03
B uv +V 0,39 0,07 0,84 0,06 98,6 0,42 3,38 16,29 2,57
C uv 0,36 0,09 0,87 0,09 97,4 0,37 3,45 15,96 2,48
C uv +V 0,39 0,06 0,86 0,05 99,0 0,35 3,18 13,72 2,49
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6.8. Analisis de Weibull de la inactivacién de L. innocua en las bebidas proteicas

Los parametros b y n también fueron calculados para la inactivacion de L. innocua en bebidas
proteicas (Tabla 5). EI modelo Weibull resulté apropiado para representar los datos de
supervivencia como se observa en las Figuras 8 y 9, ya que se obtuvieron valores elevados
de R?entre 93,9% y 97,3%. Ademas, en la Tabla 5 se muestran los valores de b y n luego del

ajuste del modelo a las curvas de inactivacion de L. innocua.

En el caso de las bebidas proteicas tratadas con UV-C, se observl que el parametro b fue
mas alto en la formulacion C (b = 0,60) en comparacién a las bebidas A y B. La bebida C
presenta un 20% de jugo de manzana y el menor coeficiente de absortividad (a = 46,89 cm-
1), que se relaciona a una menor eficiencia de desinfecciéon debido a una mejor transmisién
de la luz UV en el liquido. A su vez, la bebida B presentd un valor b de 0,45 mayor al de la
bebida A (b = 0,41). Por lo tanto, se observa claramente que el parametro b sigue la siguiente
tendencia en las bebidas: C > B > A (Tabla 5). En todos los tratamientos combinados de UV
y vainillina, se observ6 un aumento del valor de b en todas las formulaciones en comparacion
a las mismas bebidas tratadas con UV por si solo. La adicién de vainillina, por consiguiente,
mejord el efecto antimicrobiano de la luz UV-C en las bebidas proteicas. El rango de
inactivacion (parametro b) de L. innocua en las bebidas tratadas UV y vainillina estuvo entre
0,63 y 0,71, siendo mayor y la diferencia mas acentuada entre las bebidas respecto a las
curvas de E. coli con el mismo tratamiento (b = 0,39 — 0,42). En todas estas bebidas, se
alcanz6 una reduccion igual a 5 log UFC/mL de L. innocua que es exigido por la FDA como

tratamiento alternativo a la pasteurizacion térmica (Figura 5).

En el caso de L. innocua todas las curvas de inactivacion, tanto las muestras procesadas con
UV-C como los tratamientos combinados, exhibieron valores de n < 1 que se vincula a una
concavidad ascendente de la curva de supervivencia, lo que indicaria una mayor sensibilidad
de este microorganismo frente a los tratamientos en comparacién con E. coli (Figura 8). Los
valores de n en E. coli variaron de 0,82 y 1,04, mientras que este parametro para L. innocua
tuvo valores entre 0,68 y 0,83. En las formulaciones A y B tratadas con UV y vainillina, se
observo ademas una disminucion del valor de n respecto a las bebidas tratadas con UV que

se relaciona a una mayor inactivacion microbiana.

Los valores de b y n se usaron para generar los graficos de distribucion de frecuencia (Figura
9) y estadisticos asociados como moda, media, varianza y coeficiente de sesgo presentados
en la Tabla 5. Las distribuciones de frecuencias de resistencias de los tratamientos UV-C
exhibieron una mayor moda, con menor dispersion y menores valores de media y varianza
en comparacion a los resultados obtenidos para E. coli (Figura 9). Al igual que en los datos

de inactivacion de E. coli, la Bebida C tratada con UV-C present6 el mayor grado de
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inactivacion (b) y curvas més estrechas con un importante sesgo a la derecha respecto a las
formulaciones A y B con el mismo tratamiento. Esto se vincul6 a una mayor moda y los
menores valores de media y varianza respecto a las Bebidas A y B. En todas las bebidas, el
tratamiento combinado con vainillina 0,1% p/v produjo un mayor estrechamiento de las curvas
de frecuencia, con mayor moda y una reduccion en la dispersion (menor media y varianza)
comparados con las bebidas tratadas con UV solo (Tabla 5). Lo que indica que la mayoria de
la poblacion de L. innocua fue mas sensible al tratamiento combinado en cortos tiempos de

exposicion en comparacion al tratamiento tnico de UV.
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Figura 8. Ajuste del modelo de Weibull alos datos de supervivenciade L. innocuaen las bebidas

proteicas tratadas con UV-C con o sin vainillina. Valores experimentales (puntos) y predichos
(lineas). (@) Bebida A; (m) Bebida B; (4) Bebida C. A: Bebidas tratada con UV; B: Bebidas tratadas

con UV y vainillina 0,1% p/v.
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Figura 9. Distribucién de frecuencias de resistencias correspondientes a las curvas de
supervivencia de L. innocua en las bebidas proteicas tratadas con UV-C con o sin vainillina
ajustadas con la funcién de distribucion acumulativa de Weibull. A: Bebidas tratada con UV; B:

Bebidas tratadas con UV y vainillina 0,1% p/v.
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Tabla 5. Parametros de distribucion tipo Weibull (b y n) y estadisticas relacionadas correspondientes ala supervivenciade L. innocuaen las bebidas

proteicas tratadas con luz UV-C con o sin vainillina (0,1% p/v).

Bebida Tratamiento b SE n SE Variabilidad Moda Media Varianza Coeficiente
explicada % (R2adj) (min) (min) (min?) de sesgo
A uv 0,41 0,10 0,83 0,09 97,3 0,43 3,23 15,24 2,61
A uv +Vv 0,63 0,16 0,72 0,09 96,0 0,52 2,37 11,31 3,18
B uv 0,45 0,10 0,81 0,09 97,2 0,47 3,07 14,81 2,71
B uv +Vv 0,71 0,19 0,68 0,10 95,0 0,55 2,15 10,76 3,49
C uv 0,60 0,18 0,70 0,12 93,9 0,62 2,63 14,73 3,29
C uv +Vv 0,67 0,16 0,71 0,09 96,3 0,51 2,20 10,15 3,26
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7. DISCUSION

7.1. Formulacion de bebida proteica

En esta tesis se utilizd6 una innovadora formulacion de bebida lactea a base de proteina de
suero de leche, jugo de manzana, endulzante natural, con o sin adicién de vainillina. Las
diferentes formulaciones de bebidas proteicas de este estudio contienen 30 g/L de proteina
con pH é&cido entre 4,75 y 5,08 de color amarillo-blanco y agradable aroma a manzana. Este
es un producto nuevo que no existe actualmente en la categoria de lacteos o bebidas del
mercado chileno. No obstante, existen algunos productos similares en formulaciéon en el
mercado entre los cuales se encuentra el Agua Prol2 de la marca Colun®, la cual contiene
12 g de proteina en 330 mL (alrededor de 36 g/L de proteina) y es elaborada a partir de WPI,
con adicion de azucar y edulcorante natural pero solo es saborizada (naranja o lima/limén) a
diferencia de nuestra formulacion que contiene jugo de fruta. Otras opciones en el mercado
es el Batido proteico SHAKE&GO de Wild Protein® con sabor a vainilla, chocolate, frutilla o
café (45 g/L de proteina, formato de 330 mL), producida con leche entera en polvo, suero de
leche en polvo y endulzantes sin adicion de azlcar. Los formatos mas tradicionales incluyen
leche con un alto contenido de proteina de hasta 80 g/L como la Leche Full Pro Chocolate de
Loncoleche® comercializado en una porcion de 250 mL, que es elaborada con leche fluida

descremada, concentrado de proteina de leche, cacao y endulzantes.

A nivel mundial, las bebidas lacteas ricas en proteinas (incluidas las proteinas en polvo para
aplicaciones listas para mezclar) estdn en aumento, con una tasa de crecimiento anual
promedio de lanzamiento de nuevos productos del 20,8% entre 2016 y 2021 (Innova Market
Insights, 2021). Las bebidas proteicas estan dirigidas para el consumo entre atletas y
personas aficionadas al deporte y para personas mayores y jubilados. En EE.UU., existe una
amplia variedad de bebidas listas para tomar (RTD) a base de proteinas de la leche con
ingredientes como WPC, WPI, concentrado de proteina de leche (MPC), aislado de proteina
de leche, caseinato de calcio, aislado de proteina de soya, entre otros. Estas bebidas
contienen en promedio una cantidad de 40 y 100 gramos de proteina por litro, una cantidad
mayor a las formulaciones de bebidas proteicas de esta tesis, en porciones de entre 90 hasta
500 mL (Singh et al., 2022).

La eleccion de los ingredientes de proteina lactea puede influir en las propiedades sensoriales
de la bebida final. Vogel et al. (2021), estudiaron el papel de la concentracion de proteina y
el tipo de ingrediente de proteina de leche sobre las propiedades sensoriales de las bebidas
proteicas con vainilla RTD. Para ello, utilizaron WPI, concentrado de caseina micelar (MCC)
y MPC. Las bebidas proteicas RTD se fabricaron a partir de 5 mezclas de proteinas de leche
liquida diferentes: 100% MCC, 100% MPC, 18:82 WPI:MCC, 50:50 SPI:MCC y 50:50
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SPI:MPC, en 2 concentraciones de proteina diferentes: 6,3% y 10,5% p/p de proteina con
0,5% p/p de grasa y 0,7% p/p de lactosa. Es decir, estos autores utilizaron 15 o 25 g de
proteina por 237 mL, lo que equivale a 2 y 3,5 veces la cantidad de proteina ocupada en esta
tesis. Las bebidas mezcladas se precalentaron a 60°C, se homogeneizaron con presion y se
enfriaron a 8°C. Luego, las bebidas se precalentaron a 90°C y se ultrapasteurizaron (141°C,
3 s) mediante inyeccion directa de vapor, seguidas de enfriamiento al vacio a 86°C y se
homogeneizaron nuevamente. Este tratamiento con pasteurizacion térmica podria haber
inducido cambios sensoriales en la bebida por el aumento de la desnaturalizacién de las
proteinas del suero, a diferencia de nuestras bebidas que fueron tratadas solo con luz UV-C.
Las propiedades sensoriales se evaluaron mediante un almacenamiento de 8 semanas a 4°C.
La astringencia y la viscosidad sensorial fueron mayores y el sabor a vainillina fue menor en
las bebidas que contenian 10,5% de proteina en comparacion con el 6,3% de proteina.
Mientras que el sabor a azufre/huevo, la astringencia y la viscosidad fueron mayores, y el
sabor dulce aroméatico/vainillina fue menor en las bebidas con mayor contenido de proteina
sérica como porcentaje de proteina total. Los sabores a azufre/huevos y arométicos
dulces/vainillina disminuyeron en todas las bebidas a durante el almacenamiento (Vogel et
al., 2021).

En otro estudio, se probaron distintas formulaciones de bebidas proteicas basadas en un
disefio de 3 factores (grasa, proteina verdadera y caseina) con 3 niveles de grasa (0,2 a
2,0%), 4 niveles de proteina (3,0 a 5,0%) dentro de cada nivel de grasa, y 5 niveles de caseina
como porcentaje de los niveles de proteina verdadera con un total de 60 formulaciones. Se
les aplicé ultrapasteurizacion a las bebidas proteicas con una temperatura 73°C por 15 s. Los
resultados concuerdan con el analisis de Vogel et al. 2021, ya que a una mayor concentracion
de proteina sérica se generd una mayor intensidad de aroma, sabores aromaticos dulces,
cocidos/azufrados, a cartén y puntajes sensoriales de amarillamiento en los distintos niveles
de grasa. A una mayor concentracion de caseina, se report6 una mayor viscosidad
instrumental en las bebidas de proteina de leche. Ademas, la formulacion de bebidas de
proteina de leche a un nivel mas alto de proteina real aument6 la astringencia

independientemente del nivel de grasa (Cheng et al., 2019).

La adicion de jugos y/o pulpas de frutas a bebidas proteicas aporta caracteristicas deseables
al producto, como compuestos aromaticos, mejorando el sabor y consecuentemente la
aceptabilidad del producto. Cappato et. al (2018) formularon una bebida proteica con una
base lactea del 60% (leche pasteurizada y suero dulce en proporciones 70:30% v/v) y 30%
v/v de pulpa de acerola. Los autores también agregaron azucar 9,9% p/p y goma xantan 0,1%
p/p, ingredientes que aumentan viscosidad de la formulacion mientras que en esta tesis solo

utilizamos jugo de manzana en proporciones de 20 a 40% con endulzante natural. El mismo
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grupo de investigadores probaron la misma formulacion lactea, ocupando frambuesa al 30%
v/v para procesamiento con calentamiento éhmico (Ferreira et al., 2019). Por otra parte, se
desarrollé una bebida probiética a partir de suero de leche y jugo de pifia. Para ello, el suero
fue preparado y se calenté a 85°C antes de mezclarlo con jugo de pifia en diferentes
proporciones de 80:20, 75:25, 70:30 y 65:35 de suero y jugo de pifia respectivamente. La
bebida en proporcién de 35:65 obtuvo el puntaje mas alto con puntuaciones medias en cuanto
a color y aspecto, consistencia, sabor y aceptabilidad general de 7,93-7,81-8,37-8,93
respectivamente. El suero suplementado con un 10% de sacarosa se fermentd durante
diferentes intervalos de tiempo con o sin la adicién de jugo de pifia. La puntuacion fue mas
alta para el suero fermentado junto con jugo de pifia durante 5 h con Lactobacillus acidophilus
1% con un promedio de 8,92 puntos. Se determind que los principales descriptores que
caracterizaron a este producto fueron la acidez y el dulzor, con un pH de 4,38 cercano a la

acidez de la formulacion 60:40 de nuestro estudio (Shukla, 2012).

Al formular bebidas lacteas, se tiene una amplia gama de opciones de ingredientes de
proteinas a base de leche que difieren en precio, que es uno de los principales factores que
influyen la decision de compra. Adicionalmente, la comprensién del efecto de los diferentes
ingredientes de proteinas de la leche en las caracteristicas de textura y sabor podria usarse

para guiar las decisiones de formulacién de nuevas bebidas lacteas.
7.2. Efecto de laluz UV-C en las propiedades fisicoquimicas de alimentos liquidos

Los efectos de la luz UV-C sobre la calidad y los parametros nutricionales se han abordado
en diferentes matrices liquidas. En jugo de manzana tratado con UV-C (100,47 kJ/L) no se
observé un aumento significativo de a (52,4 cm® a 56,9 cm™) (Mdller et al., 2014). Sin
embargo, estos autores informaron un aumento significativo en el coeficiente de absorcién a
254 nm en jugo de uva tratado con la misma dosis UV-C (p < 0,05), parametro que
experimenté un cambio de 43,4 a 49,6 cm™*. El mismo efecto fue observado preliminarmente
en la formulacion C de nuestro estudio, donde el parametro aumenté casi 2 veces luego del
procesamiento UV en la bebida con o sin vainillina 0,1% p/v (n = 1). Los coeficientes de
absortividad de los jugos ensayados por estos autores son similares al de las bebidas
proteicas de esta tesis, los cuales tomaron valores entre 46,89 cm?®y 49,59 cm?. Sin
embargo, el pH de las formulaciones proteicas fue mayor entre 4,75 y 5,08 en comparacion
al pH del jugo de manzana y uva de este estudio de 3,80 y 3,67, respectivamente.
Adicionalmente, el estudio inform6 una disminucién en la viscosidad en los jugos de manzana
y uva tratados con UV-C debido al esfuerzo de corte del bombeo. También se observé una
reduccion de los valores L* en los jugos de manzana y uva y, simultdneamente, aumentaron

los valores a* y b* de ambos jugos (Mdiller et al., 2014). Estos resultados fueron asociados a
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reacciones de pardeamiento, donde una alta cantidad de PPO activa catalizé la oxidacion de
las sustancias fenodlicas. Ademas, la alta cantidad de oxigeno en el jugo inyectado por el
bombeo y el tratamiento UV ciclico habrian estimulado la reaccion de pardeamiento en los

jugos de uva y manzana evaluados (Muller et al., 2014).

En jugo de limén-meldn, el coeficiente de absorcién de las muestras UV-C (2,461 J/mL) fue
menor (a = 11,12 cm™) en comparacién a los jugos control (a = 14,88 cm™) y el jugo tratado
térmicamente (72°C por 71 s; a = 14,94 cm™), que fue asociado a la posible destruccién de
vitamina C por luz UV. No obstante, no hubo diferencias significativas entre el jugo control y
tratado con UV-C en términos de pH y acidez titulable (p > 0,05). En cuanto al color, no se
reportaron cambios significativos en los parametros a* y L* en los jugos con el tratamiento
UV-C, en cambio, el valor de b* disminuyé significativamente después del tratamiento (p <
0,05) (Kaya et al., 2015).

Por otro lado, se observé una disminucion significativa de azss €n jugo de kale procesado con
74 mJ/cm? de luz UV sin afectar el pH, contenido de sélidos solubles, viscosidad y parametros
del color. Esto podria deberse a la agregacién de particulas dispersas o la fragmentacion de
compuestos absorbentes de luz. El jugo de kale presentaba un coeficiente de absortividad
mayor (a = 109 cm™?) al de las bebidas proteicas con un pH 5,69. El tratamiento UV-C condujo
a un aumento inicial del 49% en el pardeamiento en comparacion con el jugo sin tratar en el

dia cero (Pierscianowski et al., 2021).

No se observaron cambios significativos en el coeficiente de absorcion en mezcla de jugo
verde compuesto por kale y lechuga romana tratado después de una dosis UV-C de 2,93 kJ/L
(a =22 a 24 cm™), al igual que en la viscosidad (p > 0,05). Se encontraron valores idénticos
de pH, sélidos solubles totales y acidez titulable para la mezcla de jugo verde tratado UV y
no tratado (pH 3,39; 6,8% sdlidos solubles; 0,50% acidez titulable). El tratamiento UV-C tuvo
un efecto "ligeramente perceptible" en el color de la muestra tratada con 0,88 kJ/L, y un efecto

"perceptible” en la muestra tratada con 2,93 kJ/L de luz UV-C (Biancaniello et al., 2018).

En alimentos proteicos como la clara de huevo, se observé un aumento en la absorbancia a
280 nm con tiempos de exposicion prolongados a la luz UV (Manzocco et al., 2012). Los
autores lo atribuyeron a la formacién de productos tempranos de reacciéon de pardeamiento
no enzimatico. También se asociaron a la formacion de agregados proteicos consecuencia
de modificaciones estructurales de las proteinas de clara de huevo con el tratamiento UV-C.
Lo que podria explicar también el efecto de la luz UV-C en el cambio del coeficiente de

absortividad en la Bebida C de nuestra tesis (Manzocco et al., 2012).

En la actualidad, existen pocos estudios que analicen el efecto de la luz UV-C en la calidad

de productos lacteos. En un sistema por lote, el coeficiente de absorcion disminuy6 con un
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aumento de la longitud de onda desde 222, 254 y 282 nm en la leche de vaca (3,25% de
grasa) tratada con UV-C. Los coeficientes obtenidos fueron de azz; = 805,2 cm™, azss = 476,2
cm? y oz, = 467,6 cm?, respectivamente. Estos resultados indican que existe mayor
profundidad de penetracion de los fotones UV utilizando longitudes de onda més largas, como

los 254 nm utilizados en esta Tesis (Yin et al., 2015).

Se encontraron diferencias significativas en la acidez titulable en las muestras de leche
tratadas con 880 J/L y 1760 J/L el dia 28 de almacenamiento refrigerado en comparacion con
el control, las cuales correspondieron a 0,16% de 4cido lactico para las muestras tratadas
con UV respecto a la leche control que exhibié una acidez titulable de 0,32% de &cido lactico
gue se asocia a un mayor crecimiento microbiano y una menor vida util. Adicionalmente, los
panelistas detectaron diferencias (p < 0,01) entre la leche tratada con 880 J/L y 1760 J/L
respecto al control durante todo el almacenamiento evaluado. Las evaluaciones entre las
muestras fueron evaluadas con un test triangular (n = 36). Los panelistas indicaron que
percibieron defectos como "quemado”, "apagado”, "fuerte" y "obsoleto" entre las muestras
tratadas con UV asociados a la oxidacion de lipidos, aunque no se evalué el grado de

diferencia o el tipo de diferencia (Rossitto et al., 2012).

Cilliers et al. (2014) estudiaron el efecto de la luz UV-C en las propiedades sensoriales de
leche cruda. Los resultados indicaron la leche UV tenia un sabor y aroma a leche cremosa
definida y perceptible, pero mas bajo que el de las muestras tratadas con tratamiento
combinado de pasteurizacion térmica y UV (p < 0,05) utilizando dos descriptores principales
como “grasosa’ y “carton o metalico”. No se detectaron diferencias en el aroma o sabor a

leche agria en ninguna de las muestras analizadas (p > 0,05) (Cilliers et al., 2014).

El tratamiento UV de 45,2 mJ/cm?en leche de chufa (leche vegetal de baja acidez) no provocé
cambios significativos (p > 0,05) en el pH o en el porcentaje de sélidos solubles totales. Esta
bebida presenta un pH 6,5, mas basico en comparacion a las bebidas proteicas, y una menor
cantidad de sdlidos solubles igual a 4,5° Brix. La acidez titulable y la viscosidad cambiaron
significativamente (p > 0,05) después de la aplicacion de luz UV en la bebida vegetal, con

una disminucion de 21,7% y un aumento de 16,4%, respectivamente (Zhu et al., 2019).
7.3. Efecto de laluz UV-C y antimicrobianos en la inactivacién microbiana

La tecnologia de obstaculos es una alternativa promisoria de procesamiento de alimentos que
se beneficia de las interacciones sinérgicas y/o aditivas entre los factores de estrés aplicados
en niveles subletales para la inactivacion microbiana, lo que ayuda a disminuir los efectos
perjudiciales no deseados en la calidad del producto, al tiempo que garantiza la inocuidad de
estos (Leistner, 2000). En la actualidad, no existen estudios que hayan analizado el efecto de

la luz UV-C y antimicrobianos en la inactivacion microbiana en bebidas proteicas. En nuestro
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modelo, se demostrd que el tratamiento combinado UV y vainillina consiguié un aumento
adicional de las inactivaciones de E. coli y L. innocua entre 0,34 a 0,72 log UFC/mL, respecto
del procesamiento UV-C individual en todas las formulaciones de bebidas proteicas. Por
ejemplo, en la bebida C el procesamiento combinado (dosis UV-C de 47,72 kJ/m? y vainillina
0,1% p/v) se alcanzo6 una reduccion de 5,17 log de L. innocua, mientras que en la misma
bebida tratada con UV-C solo se consiguié una inactivacién de 4,45 log. No se puede concluir
si la adicion de vainillina generé un efecto aditivo o sinérgico en la inactivacion microbiana en
las bebidas proteicas tratadas con luz UV-C, ya que no se analizé el efecto por si solo de este
antimicrobiano en la reduccion de los microorganismos estudiados. Otros resultados del
laboratorio indicaron que la adicién de vainillina a concentraciones de 1,0 g/Ly 1,5 g/L en las
bebidas proteicas redujeron E. coli en 0,3y 0,4 log UFC/mL a los 14 dias de almacenamiento
a 4°C. En L. innocua, en cambio, se alcanzé una reducciéon de 1,0y 1,4 log UFC/mL para las
bebidas con vainillina 1,0 g/L y 1,5 g/L respectivamente durante el mismo periodo en

almacenamiento refrigerado.

Adicionalmente, se cumplié con las regulaciones de la FDA que aprueba el uso de
tratamientos alternativos a la pasteurizacion térmica siempre que se obtenga una reduccion
de 5 log en los recuentos de microorganismos patdgenos asociados a un producto en
particular. En resumen, se obtuvieron inactivaciones entre 4,63 y 5,03 log de E. coli y entre
5,03y 5,14 log de L. innocua en las bebidas proteicas tratadas con UV y vainillina. Esto quiere

decir que se logré una eficacia germicida equivalente a 99,999%.

El tratamiento combinado de UV y antimicrobianos naturales ya ha sido probado en mezclas
de jugo de frutas. Se alcanzaron reducciones de al menos 5 log de L. plantarum, E. coliy S.
cerevisiae después del procesamiento UV-C (390 mJ/cm?) y antimicrobianos (vainillina 1000
ppm y citral 100 ppm) aplicado a mezclas de jugos de naranja-mandarina y de naranja-
platano-mango-kiwi-frutilla. Se observé una inactivacion adicional de 0,7 y 0,5 log para E. coli
y S. cerevisiae respectivamente, cuando se aplicé UV y antimicrobianos en ambos jugos en
comparacion a los jugos tratados con UV-C. Esto demuestra que el tratamiento combinado
de los jugos gener6 efectos aditivos y sinérgicos sobre E. coli y S. cerevisiae durante el

almacenamiento refrigerado (Ferrario et al., 2020).

Adicionalmente, se ha probado el efecto de la adicién de antimicrobianos a vegetales y frutas
tratados con UV-C. La aplicacién de formulaciones compuestas por lemongrass u oregano,
extracto de citricos y acido lactico en proporcion de 0,01:0,1:1 respectivamente tras el
procesamiento UV a una dosis de 10 kJ/m? mejoré la reducciéon hasta en 1,5 log de L.
monocytogenes y E. coli inoculadas en coliflor fresco. En cambio, la aplicacién de luz UV por

si sola provocd una reduccion de aproximadamente 1 log de L. monocytogenes en
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comparacion con la muestra control. Adicionalmente, la aplicacion de una dosis UV-C de 10
kJ/m? provocé una reduccién de 1 log de levaduras y mohos en muestras de coliflor y se
obtuvo una reduccion de 2 log cuando se aplicé la formulaciobn de antimicrobianos en

muestras de coliflor después del tratamiento UV-C (Tawema et al., 2016).

Se reportaron reducciones de 1,29 log de L. monocytogenes y de 1,40 log de S. Typhimurium
después del tratamiento combinado de UV-C (1,2 kJ/m?) y cinamaldehido (TC) y aceite de
corteza de canela en la superficie de acelga roja con efectos antimicrobianos aditivos. Se
observé dafio en las membranas de ambos patdgenos luego del tratamiento combinado
mediante imagenes de microscopia electronica de barrido. Ademas, las reducciones en los
recuentos microbianos se mantuvieron durante el almacenamiento y el andlisis sensorial
demostré que el tratamiento combinado no influy6 en la calidad de la acelga roja (Park et al.,
2018).

En frutos secos de caqui, la aplicacion de 3,6 kJ/m? UV-C seguida de la adiciéon de aceite de
clavo de olor 1,56% v/v mostr6 efectos sinérgicos en la inactivacion de R. oryzae y A. niger.
Se alcanzaron reducciones maximas de 3,05 y 3,72 log de R. oryzae y A. niger con el
tratamiento combinado de luz UV-C y aceite de clavo de olor. La aplicacién de aceite de clavo
de olor a frutos secos de caqui prolong6 la vida Gtil del producto en al menos 28 dias y tuvo
un efecto positivo en las propiedades organolépticas de las muestras de caqui (Vurmaz &
Gunduz, 2020).

En comparacion a los demas estudios, el tratamiento UV y vainillina consiguié altos valores
de inactivacibn microbiana en las bebidas proteicas a pesar de presentar elevados
coeficientes de absortividad entre 46,89y 49,59 cm™. Se debe seguir investigando los efectos

de la luz UV y vainillina en las caracteristicas sensoriales de las bebidas.

7.4. Resistencia UV-C de microorganismos

En las bebidas proteicas se observé una mayor sensibilidad de L. innocua a la luz UV-C
respecto a E. coli (Figura 8) que es un microorganismo Gram negativo, ya que en todas las
curvas de inactivacion (tanto UV como tratamiento combinado) mostraron valores de n < 1.
Lo que se relaciona a una prevalencia de la concavidad hacia arriba en las curvas de Listeria
reflejando que el proceso fue més efectivo en los primeros 10 minutos de tratamiento y luego
se volvi6 menos efectivo. Adicionalmente, el parametro b de L. innocua en las bebidas
tratadas con luz UV tomo valores entre 0,41 y 0,60 y en aquellas con UV y vainillina entre
0,63 y 0,71, siendo mayor en comparacion a E. coli. Para las bebidas inoculadas con este
microorganismo, los valores de b fueron de 0,19 — 0,36 y 0,39 — 0,42 cuando se aplicé luz
UV-C y el tratamiento combinado respectivamente. Por lo tanto, la diferencia del valor b entre

las muestras UV y vainilla y solo UV fue més acentuada en las bebidas con L. innocua.
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Esta tendencia se contradice a la nocion de que las bacterias Gram positivas son
generalmente mas resistentes a la radiacion UV que las bacterias Gram negativas debido a
la gruesa membrana de peptidoglicano que puede proteger eficazmente las células contra la
radiacion UV-C (Souza & Koutchma, 2021). Sin embargo, la sensibilidad a la luz UV de los
microorganismos también se ve afectada por la composicién de la pared celular, la presencia
de proteinas absorbentes de luz ultravioleta, diferencias en la estructura de los 4cidos
nucleicos y por su capacidad de reparar el ADN dafiado por la luz UV (Antonio-Gutiérrez et
al., 2019).

En otros trabajos se observé una sensibilidad similar de los microorganismos frente a la luz
UV-C. En jugo de manzana procesado con UV-C se observé que las dosis UV para alcanzar
1 reduccion decimal (8) obtenido con el modelo Weibull fue de 1273,31 mJ/cm? para E. coli,
de 567,76 mJ/icm? para S. enterica (Gram negativo) y de 539,36 mJ/cm? para L.
monocytogenes. Por lo tanto, E. coli fue el microorganismo més resistente y necesité una
dosis UV casi dos veces mayor para reducir 1 ciclo logaritmico su poblacion, respecto a L.

monocytogenes (Nicolau-Lapefia et al., 2022).

También se observd una mayor sensibilidad de los patdgenos Gram positivos en comparacion
a las bacterias Gram negativas en agua de coco tratado con luz UV-C. Se informaron
reducciones maximas de 7,54 — 7,79; 5,96 — 7,32 y 3,12 - 4.46 para L. rhamnosus (Gram
positivo), S. Typhimurium (Gram negativo) y S. cerevisiae en agua de coco procesada con
luz UV-C (26400 mJ/cm?) durante 10 min, respectivamente. Se observaron diferencias
significativas (p < 0,05) en la sensibilidad de los microorganismos a la inactivacion por luz UV-
C, como lo demuestran los parametros A y umax de la funcion beta, siendo L. rhamnosus el

microorganismo mas sensible al tratamiento UV (Ochoa-Velasco et al., 2018).

En cambio, en clara de huevo liquida se observé que el céctel de 5 cepas de E. coli O157:H7
presentaba la menor resistencia UV-C con un valor Dyv.c de 26,44 min y Dyv.c correspondiente
de 170,71 mJ/cm? para la reduccion de 1 ciclo logaritmico. Por otra parte, S. enterica y L.
monocytogenes tenian valores Dyv.c de 29,73y 32,42 min y Dyv.cde 191,97 y 209,29 mJ/cm?
respectivamente. En este estudio, el coctel de 4 cepas de P. aeruginosa (Gram negativa)
mostré la mayor resistencia a los rayos UV-C con un valor Dyy.c de 37,22 (240,33 mJ/cm?)
(Gabriel et al., 2017).

En alimentos liquidos de baja acidez, se ha distinguido una mayor resistencia de bacterias
Gram positivas por luz UV-C. En leche de chufa tratada con una dosis de 45,2 mJ/cm?, L.
innocua (Gram positivo) exhibié significativamente (p < 0,05) mas tolerancia a la luz UV-C en
comparacion con E. coli P36 y S. Typhimurium WG49. Las dosis UV-C para la reduccién de

1 ciclo logaritmico (valor d) fueron de 0,91, 1,42 y 2,50 mJ/cm? para S. Typhimurium WG49,
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E. coli P36 y L. innocua ATCC 51742 respectivamente obtenidos con el modelo de Weibull
(Zhu et al., 2019).

Asimismo, Crook et al., (2015) evaluaron la resistencia al UV-C de siete patégenos en leche
(Listeria monocytogenes, Serratia marcescens, Salmonella Senftenberg, Yersinia
enterocolitica, Aeromonas hydrophila, Escherichia coli y Staphylococcus aureus), siendo L.
monocytogenes el mas resistente a los rayos UV, el cual requirié 2000 J/L de exposicién a
los rayos UV-C para alcanzar una reduccion de 5 log. La bacteria mas sensible fue S. aureus,

que requirio solo 1450 J/L para alcanzar una reduccion de 5 log (Crook et al., 2015)

Barut et al. (2021) reportaron inactivaciones de 4,58 y 3,19 log de E. coli DH5a y L. innocua,
respectivamente, a una dosis de 2978 J/L en leche UHT al 3,8% de grasa (a = 896 cm™)
utiizando un reactor UV de pelicula delgada. Estos microorganismos exhibieron una
diferencia significativa en la sensibilidad al tratamiento UV-C (p < 0,05) (Barut et al., 2021).

Por lo tanto, la variabilidad encontrada entre las resistencias UV de los microorganismos
pueden ser explicadas por las diferencias entre los disefios de los equipos UV vy las
condiciones de procesamiento que dificultan la comparacién de los resultados entre los
diversos estudios. Ademas, el efecto germicida UV-C depende de las especies y cepas
bacterianas, la etapa de cultivo, la densidad del microorganismo y también las caracteristicas

del medio de cultivo (Souza & Koutchma, 2021).

7.5. Cinética de inactivacion por luz UV-C

Existen diferentes enfoques para describir la cinética de inactivacién de microorganismos por
luz UV, siendo la inactivacién de primer orden el enfoque mas simple para describir la
inactivacion microbiana por UV. ElI modelo log-lineal correlaciona negativamente la

concentracion de microorganismos y la dosis UV (Souza & Koutchma, 2021).

En diferentes modelos alimenticios se han descrito cinéticas de inactivacion UV de primer
orden. En jugo de naranja (pH 3,64; 13,1° Brix), los datos de inactivacién UV de las cepas
individuales de E. coli O157: H7 se ajustaron con el modelo log-lineal, mientras que la
inactivacion de cocteles de cepas de E. coli en funcién de la dosis de UV se desvio de la
linealidad (Oteiza et al., 2010). En un sistema discontinuo, 15 de las 18 cepas de levadura
probadas exhibieron inactivaciones UV ajustadas a la regresion lineal en jugo de naranja (pH
3,71; 11,6° Brix) con R? > 90% (Feliciano et al., 2019).

En alimentos con mayor pH y capacidad de absorbancia UV, también se han reportado
cinéticas de inactivacion lineales. En un sistema por lote, E. coli, L. monocytogenes, P.
aeruginosa y S. Typhimurium muestran cinéticas de inactivacién de primer orden en clara de
huevo liquida (pH 8,89) tratada con UV (R? = 0,91 — 0,98) (Gabriel et al., 2017). Por otro lado,
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se describio la cinética de inactivacion de E. coli, Salmonella y Listeria por luz UV con modelos
lineales en leche bovina desnatada (pH 6,94). No se observd cola en las curvas de
inactivacion de los microorganismos estudiados, lo que se relacion6 con el alto mezclado en

un reactor de flujo tipo Dean (Ward et al., 2018).

Debido a factores microbioldgicos y experimentales como la heterogeneidad entre las células
de una poblacién y la insuficiente uniformidad del tratamiento, se observan cominmente dos
desviaciones principales de la cinética de primer orden en los estudios de cinética UV, el

hombro y la cola (Souza & Koutchma, 2021).

En las diferentes formulaciones de bebidas proteicas (pH 4,75 — 5,08; a = 46,89 — 49,59 cm-
1) en nuestro sistema UV continuo, el modelo Weibull resulté apropiado para representar los
datos de supervivencia ya que se obtuvieron valores elevados de R? entre 93,9% y 99,0%
para las inactivaciones UV de E. coli y L. innocua. Tanto las muestras procesadas con UV-C
como las UV-C y vainillina para ambos microorganismos obtuvieron valores de n < 1 que se
vincula a una concavidad ascendente de la curva de supervivencia, que indicaria una mayor
sensibilidad de los organismos supervivientes por la acumulacion de dafios (Figura 6 y 8). Es
decir, las curvas de supervivencia presentan una fase inicial rapida de muerte (sin hombro),
y terminan con una fase lenta de disminucion de la poblacion denominada cola. El efecto de
cola estad estrechamente relacionado con la presencia de miembros resistentes en la

poblacién y/o la presencia de sélidos en suspension con alta absorcion UV.

Este tipo de comportamiento se observé en agua de coco, donde la luz UV-C produjo
inactivaciones no lineales de L. rhamnosus, S. Typhimurium y S. cerevisiae segun Ochoa-
Velasco et al., (2018). La mayoria de las curvas a diferentes velocidad de flujo exhiben una
concavidad hacia arriba en agua de coco (liquido casi transparente), al igual que en las curvas
de inactivacién de E. coli y L. innocua en las bebidas tratadas con UV y vainillina de esta

Tesis.

Las inactivaciones de S. aureus, E. coli y P. aeruginosa en un sistema UV discontinuo
siguieron un comportamiento de decaimiento exponencial sin efecto de cola y estuvieron
altamente representadas por el Modelo Weibull en leche descremada (Amiali et al., 2015). En
la leche bovina, las curvas de inactivacion de 7 bacterias transmitidas por los alimentos fueron
sigmoideas con dosis maximas UV de 2,000 J/L que pueden explicarse por una “cinética de
impactos multiples”, que es el resultado del efecto acumulativo de la dosis UV usando un

equipo de capa delgada de flujo turbulento (Crook et al., 2015).

Fenoglio et. al (2019) analizaron las inactivaciones de E. coli ATCC 25922, S. cerevisiae KE
162 y L. plantarum ATCC 8014 en diferentes sistemas tratados con UV-C (0-390 mJ/cm?)

tales como jugos de pera claro, de naranja-mandarina y naranja-platano-mango-kiwi-frutilla.
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En general, las curvas de inactivacion por luz UV-C en todas las matrices probadas exhibieron
concavidad ascendente con presencia de cola. La aparicién de la cola podria atribuirse, entre
otras razones, a la existencia de miembros mas resistentes en la poblacién microbiana y/o a
la presencia de sélidos en suspension con alta absorcién de UV. Excepcionalmente, las
inactivaciones de L. plantarum y S. cerevisiae en las mezclas de jugos turbios tratadas con
UV-C exhibieron concavidad hacia abajo con un hombro importante, que se atribuye
comunmente al dafio y reparacion del ADN. Por lo tanto, se espera observar regiones de
hombro, especialmente en alimentos liquidos tratados con UV-C debido a la atenuacién de la
luz, lo que disminuye la tasa de impacto de los fotones en los microorganismos y lo que

permite que se desarrollen mecanismos de reparacion del ADN (Fenoglio et al., 2019)

Las curvas de inactivacion de E. coli ATCC 8739 en la sidra de manzana (pH 3,65; a = 17,41
cm?) exhiben ligeros efectos de hombro y cola que se notan a diferentes velocidades de flujo
y tasas de agitacion en una unidad piloto Taylor-Couette (Orlowska et al., 2014). El efecto de
cola fue asociado con la distribucién no uniforme de la luz UV debido a una mezcla insuficiente
cuando se trabajé a bajas velocidades de flujo en el sistema. Las curvas que presentaron
hombro, por otra parte, correspondieron a los ensayos con sidra de manzana sin agitacion (0
rpm). En nuestro sistema se mejoré la homogeneidad del tratamiento con un agitador
magnético, pero podria aumentarse el efecto de la luz UV en las bebidas aumentando la

turbulencia del liquido, de manera de conseguir mayores inactivaciones sin el efecto de cola.

8. CONCLUSIONES

e El tratamiento UV-C provoco reducciones entre 3,95 — 4,31 log UFC/mL de E. coliy
4,45 — 4,69 log UFC/mL de L. innocua en las bebidas proteicas.

e El tratamiento combinado de luz UV-C y vainillina (0,1% p/v) en las bebidas proteicas
consiguié mayores niveles de inactivacion entre 4,63 — 5,03 log UFC/mL de E. coliy
5,03 - 5,17 log UFC/mL de L. innocua.

e Las curvas de inactivacion se modelaron aplicando modelo de Weibull, resultando
apropiado para representar los datos de supervivencia con altos valores de R? entre
93,9% y 99,0% para las distintas condiciones analizadas.

e El pardmetro b fue mayor en la mayoria de los casos en la formulacion C que presento
el menor coeficiente de absortividad, que se relaciona a una mejor transmision de la
luz UV-C en el alimento.

e Tanto las muestras procesadas con UV-C como las UV + vainillina obtuvieron valores
de n <1 que se vincula a una fuerte inactivacion desde el comienzo del tratamiento y
a una concavidad ascendente de la curva de supervivencia.

e La adicién de vainillina en todas las formulaciones de bebidas proteicas provocé un

aumento del valor de b respecto a las mismas bebidas tratadas solo con UV, ademas
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todas las formulaciones sometidas al tratamiento combinado presentaron n < 1. El
procesamiento de luz UV-C y vainillina en todas las bebidas produjo curvas mas
estrechas con mayor moda y con una marcada reduccion en la dispersion (menor
media y varianza) y sesgo a la derecha, comparados con las bebidas tratadas solo
con UV-C.

e En el caso de L. innocua todas las curvas de inactivacion, tanto las muestras
procesadas con UV-C como los tratamientos combinados, exhibieron mayores valores
de by valores de n < 1y, lo que indicaria una mayor sensibilidad de Listeria a cortos
tiempos de exposicion en comparacion con E. coli.

e El procesamiento UV y vainillina de las bebidas proteicas consigue la reduccion
minima de 5 log del patégeno de interés exigido por la FDA para el tratamiento de

alimentos con la tecnologia UV (equivalente a una eficacia germicida de 99,999%).
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