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corta en combinacion con reduccion de actividad de agua

T. Hernaindez-Grajales*, E. Palou-Garcia, A. Lépez-Malo

Departamento de Ingenieria Quimica y Alimentos, Fundacion Universidad de las Américas Puebla. Sta. Catarina
Martir, Cholula, Puebla. C.P. 72820. México

Resumen

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar el efecto de la radiacion ultravioleta de onda
corta (UVC) sobre las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Zygosaccharomyces bailii suspendidas en
sistemas modelo con diferentes actividades de agua (ay) (0.99, 0.97, 0.95). Durante el tratamiento con
radiacion UVC, que se llevo a cabo a tres distancias distintas entre la muestra y la lampara (1, 5, 10 cm),
se evalud la cinética de inactivacion de las levaduras para llevar a cabo una comparacion entre el
comportamiento de cada una de éstas. Se observo que el tiempo requerido para disminuir la poblacion de
las levaduras por debajo del nivel de deteccion (< 10 UFC/ml) varia dependiendo de la a, y de la
distancia de la muestra a la lampara UVC, el sistema modelo con a, de 0.95, a 1 cm de distancia de la
lampara UVC, el mas efectivo.

Palabras clave: radiacion ultravioleta de onda corta, S. cerevisiae, Z. bailii, actividad de agua, sistema
modelo.

Abstract

The main objective of this research was to evaluate the effect of short-wave ultraviolet (UVC) on yeasts of
Saccharomyces cerevisiae and Zygosaccharomyces bailii suspended in model systems with different water
activities (w,) (0.99, 0.97, 0.95). During treatment with UVC radiation, which was conducted at three
different distances between the sample and the lamp (1, 5, 10 cm), the kinetics of inactivation of yeasts
were assessed to carry out a comparison between the behavior of each of them. It was noted that the time
required to reduce the yeasts population below the detection level varies depending on the w, and the
distance of the sample to the UVC lamp, requiring the least time to achieve total inactivation with the
model system with w, of 0.95, at a distance of 1 cm between the sample and the UVC lamp.
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Introduccion

En la actualidad, la aplicacion de tratamientos
térmicos y el almacenamiento a bajas
temperaturas son los métodos de conservacion
de alimentos mas comunmente utilizados. Los
procesos emergentes, que utilizan métodos
fisicos de destruccion microbiana y/o
enzimatica, aplicados a la conservacion de
alimentos sin los efectos colaterales de los
tratamientos con calor, estan siendo
intensamente evaluados (Lopez-Malo y Palou,
2004; Loépez-Malo et al., 2001; 2003).
Ademas, se busca el uso simultineo de
diferentes métodos para disminuir la
intensidad de los tratamientos.

Algunas tecnologias emergentes como la
aplicacion de altas presiones, pulsos eléctricos,
pulsos magnéticos, ultrasonido de baja
frecuencia y luz ultravioleta, se estan
estudiando como sustitutos de los tratamientos
térmicos (Alzamora et al., 2005; Lopez-Malo
y Palou, 2004); no obstante, la mayoria de
¢stas se encuentran todavia en estudio y su
aplicacion a alimentos industrialmente es, en
muchos casos, aun incierta.

Dentro de los llamados procedimientos
emergentes, se encuentra la irradiacion de
alimentos con radiacion ultravioleta de onda
corta (UVC); la cual ha sido reportada como
un método efectivo para inactivar bacterias
que contaminan agua y superficies de diversos
materiales. A pesar de esto, la respuesta
microbiana en alimentos a esta tecnologia
emergente  estd  siendo  recientemente
investigada, por lo que el conocimiento del
comportamiento de ciertos microorganismos
que crecen en alimentos bajo el efecto de la
radiacion UVC ayudaria a implementar esta
tecnologia en la industria alimenticia.

La reduccién de actividad de agua (ay) en

los alimentos también ha resultado ser una
herramienta bastante efectiva para evitar y
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reducir el crecimiento de microorganismos en
éstos.

La combinaciéon de factores o métodos
combinados para la conservacion de alimentos
también esta siendo evaluada. Se basa en
inhibir el crecimiento microbiano o inactivar a
los microorganismos inicialmente presentes, y
en retardar o evitar las reacciones
deteriorativas de alimentos, combinando los
efectos de varios factores de preservacion
(Alzamora y Lopez-Malo, 2002), los cuales,
al utilizarse por si solos como métodos de
conservacion, necesitan ser aplicados a niveles
extremos causando, generalmente, una
alteracion de las caracteristicas fisicas,
quimicas y sensoriales del alimento. Los
nuevos factores de conservacion aplicados en
combinacion requieren de estudios serios y
profundos sobre los efectos benéficos que
tengan en los alimentos.

Por otro lado, las levaduras estan
involucradas en el deterioro de varios
alimentos, particularmente aquellos que

contienen altos niveles de azucar (Banwart,
1981).

Por lo expuesto anteriormente, se
consider6 de gran importancia evaluar el
efecto de la radiacion UVC sobre las levaduras
Saccharomyces cerevisiae y Zygosaccharomyces
bailii, suspendidas en sistemas modelo con
diferentes ay,.

Materiales y métodos

1. Obtencion de microorganismos y
preparacion del inoculo

Se obtuvieron de la coleccion del Laboratorio
de Alimentos de la Universidad de las
Américas Puebla, cepas de las levaduras S.
cerevisiae 'y Z. bailii. Las cepas se
mantuvieron en cufias de agar papa-dextrosa
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(PDA) y se resembraron periddicamente
(Lopez-Malo, 1995). Para la preparacion del
inoculo, las levaduras se hicieron crecer en
caldo maltosa Sabouraud (Merck, Darmstadt,
Alemania) esterilizado a 121°C.

2. Preparacion de los sistemas modelo

Se prepararon 100 ml de los sistemas modelo
utilizando como base caldo maltosa Saboraud
(Merck, Darmastadt, Alemania). Para tener
sistemas modelo con a, de 0.95 y 0.97 se
ajustdé el medio de cultivo utilizando como
soluto una determinada cantidad de sacarosa
comercial, de acuerdo a la ecuacion de Norrish
(1966). Para el correspondiente a a, de 0.99 no
se agregd ningun soluto al medio de cultivo.
Los sistemas modelo se esterilizaron a 121°C
y posteriormente se dejaron enfriar. Ya
enfriados, los sistemas modelo se inocularon
con cada una de las dos levaduras por
separado, tomando dos asadas de las cuiias
correspondientes a cada microorganismo.

3. Tratamiento con UVC

Se empled una ladmpara de radiacion UVC
(Germicidal Lamp GI15T8 Sankyo Denki,
Japan) de baja presion cuya longitud de onda
mayoritaria es de 254 nm y cuya potencia
inicial se reporta de 15 W. Se vertieron 10 ml
de cada sistema modelo con su respectiva ay, y
conteniendo el indculo en cajas petri, siendo
esta cantidad equivalente a un espesor de 4
mm del sistema. Se determin6 una poblacién
inicial de 10" UFC/ml, aproximadamente.
Después se tratd por medio de la radiacion
UVC colocando las cajas a distintas distancias
de la lampara (1, 5 y 10 cm). El tratamiento se
llevé a cabo durante siete tiempos diferentes;
de 0 a 30 minutos en intervalos de 5 minutos,
correspondiendo al control el sistema modelo
con un tratamiento de cero minutos. Lo
anterior se realizo6 por triplicado.

4. Conteo microbiano

Se tomo6 una muestra de 1 ml de cada uno de
los sistemas modelo tratados, asi como del
control, y se sembr6 en agar papa-dextrosa
(PDA). Las cajas petri se incubaron a 36 °C
durante 48 horas (Lopez-Malo, 1995).
Después se realiz6 el conteo en placa.

5. Analisis del comportamiento microbiano

Con los datos obtenidos del conteo microbiano
se obtuvieron graficas de supervivencia, en
cuyo eje de ordenadas se representa el
logaritmo decimal de la cantidad de
microorganismos presentes al tiempo t de
tratamiento sobre la cantidad inical de
microorganismos (log (N/Nyp)) y en el eje de
abscisas el tiempo de tratamiento. Finalmente
se realizO una comparaciéon entre el
comportamiento de cada una de las levaduras
bajo el efecto de la radiacion UVC.

Resultados y discusion
1. Efecto de la radiacion UVC en S. cerevisae

En cada sistema modelo se observd una
disminucién de la poblacion microbiana de
entre seis y siete ciclos logaritmicos, como
consecuencia del tratamiento aplicado. Como
ejemplo se presenta la disminucion de la
poblacion de S. cerevisiae correspondiente al
tratamiento del sistema modelo con ay, de 0.95,
a las tres distancias de la lampara de UVC

(Fig. 1).

Se observo que en todos los casos se logra
reducir la poblaciéon de la levadura por debajo
del nivel de deteccion (<10 UFC/ml). El
tratamiento llevado a cabo con los demas
sistemas modelo (ay = 0.97, 0.99) también fue
efectivo, presentandose un comportamiento en
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Fig. 1. Inactivacion de S. cerevisiae en un sistema modelo con a,, de
0.95 a las tres distancias de la ldampara UVC en funcion del tiempo de
tratamiento.

las curvas similar al que se representa en la
Fig. 1. El tiempo requerido para lograr dicha
reduccion en la poblacion microbiana
disminuy6 conforme la distancia y la ay
disminuyeron. Los ciclos logaritmicos que se
lograron reducir y el tiempo que se requirid
para obtener una poblacion microbiana menor
a 10 UFC/ml en cada caso pueden observarse
en la Tabla L.

El efecto de la radiacion UVC es mayor
mientras mas cerca se encuentra la muestra a
la lampara UVC, lo que concuerda con lo
observado por Sommer et al. (1996), quienes
mencionan que la intensidad de la radiacion

UVC es mayor cuando la lampara se encuentra
a una menor distancia de la muestra a tratar; la
reducciéon en la a, también influye en la
disminucién de la poblacion microbiana, ya
que al inducir a un microorganismo a un factor
de estrés, como lo es la ay, se debilita su
estructura haciéndolo més vulnerable a otro
tratamiento de inactivacion  microbiana
(Vermeulen et al., 2008), como en esta
investigacion fue la radiacion UVC. Debido a
lo anterior, el menor tiempo de tratamiento se
obtuvo con el sistema modelo con a,, de 0.95 a
1 cm de distancia de la [ampara UVC.

Se han realizado diferentes investigaciones
en las ultimas décadas sobre el efecto de la
radiacion UVC en varios microorganismos
(Harris et al., 1987). Algunas de estas
investigaciones se han centrado en analizar el
efecto que la radiacion tiene sobre las
levaduras, principalmente sobre S. cerevisiae.
Sommer et al. (1996) trataron medios liquidos
conteniendo a §. cerevisiae, logrando una
reduccion de cuatro ciclos logaritmicos de la
poblacion al aplicar radiacion UVC. Sin
embargo, la reduccion microbiana obtenida

Tabla I. Ciclos logaritmicos reducidos de la poblacion de S. cerevisiae en cadauno de
los sistemas modelo y tiempo requerido para reducir la poblacién microbiana por

debajo del nivel de deteccion.

ay, Dist (cm) a Ciclos log b Tiempo (min) ¢
0.99 10 6.91 25
5 6.89 20
1 6.83 5
0.97 10 6.89 25
5 7.11 25
1 6.84 5
0.95 10 6.35 15
5 6.83 5
1 6.06 5

2 Distancia de la muestra a la lampara UVC

b Ciclos logaritmicos reducidos

¢ Tiempo requerido para reducir la poblacién microbiana por debajo del nivel

de deteccion (< 10 UFC/ml)
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en el presente trabajo de investigacion fue
mayor, probablemente debido a la
combinacion de la radiacion UVC con la
reduccion de ay. Ademas, los resultados
obtenidos en una investigacion realizada por
Vladislav et al. (2001), en la que se observa
una importante inactivacion de S. cerevisiae,
coinciden en que dicha inactivaciébn se
favorece al combinar la radiacion UVC con un
tratamiento térmico; ya que la radiacion UVC
tiene un mayor efecto cuando existe algiin otro
tipo de factor de estrés al que se somete a la
levadura, como la reduccion de ay,.

Otro estudio (Legan, 1980) reporta
reducciones de 7.3 ciclos logaritmicos para S.
cerevisiae al tratar aire mediante radiacion
UVC conteniendo a esta levadura. Por lo que
dicha radiacion es un método efectivo para
reducir la poblacion microbiana. De acuerdo a
Groocock (1984), mientras mas transltiicido sea
un fluido, mayor serd la penetracion de la
radiacion UVC. Sin embargo, en este estudio
las reducciones microbianas mas importantes
alcanzaron 7 ciclos logaritmicos a pesar de
tratarse de un fluido menos claro que el aire.

2. Efecto de la radiacion UVC en Z. bailii

El tratamiento llevado a cabo para inactivar a
la levadura Z. bailii también fue efectivo, ya
que se observd una poblaciéon microbiana
menor a 10 UFC/ml en cada uno de los
sistemas modelo con las diferentes distancias
estudiadas de la muestra a la lampara (UVC).
En la Fig. 2 se presenta la disminucion de la
poblacion de Z. bailii correspondiente al
tratamiento del sistema modelo con ay, de 0.97,
a las tres distancias evaluadas.

Mediante el tratamiento con radiacion UVC
se logr6 una reduccion microbiana de
aproximadamente siete ciclos logaritmicos. La
reduccion de la poblacion microbiana por
debajo del nivel de deteccion se obtuvo a los
diez minutos en el caso de la menor
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Fig. 2. Inactivacion de Z.bailii en un sistema modelo con aw de 0.97 a
las tres distancias de la lampara UVC en funcion del tiempo de
tratamiento.

distancia (1cm) y a los quince minutos con las
otras dos distancias (5 y 10 cm). Un
comportamiento de las curvas similar se tiene
para el tratamiento de los demds sistemas
modelo. El tiempo que se requiere para lograr
la inactivacion total y los ciclos logaritmicos
que se reducen en cada caso se muestran en la
Tabla II.

La respuesta de esta levadura fue similar a
la de la anterior, ya que con cada tratamiento
se observo una poblacion menor a 10 UFC/ml
de Z  bailii, y el tiempo se modifico
dependiendo de la distancia y de la a, del
sistema modelo. Se requirié un menor tiempo
para lograr la reduccion mencionada conforme
se disminuy6 la ay y la distancia del sistema
modelo a la lampara UVC. Las condiciones
con las que se obtuvo el menor tiempo de
tratamiento fueron la distancia de 1 cm de la
muestra a la lampara UVCy la a,, de 0.95.

El hecho de que se logre reducir la
poblacion de Z. bailii por debajo del nivel de
deteccion indica que la radiacion UVC es un
método efectivo para inactivar levaduras,
debido a que en diferentes investigaciones se
ha reportado a Z. bailii como una levadura
resistente a varios tratamientos (Martorell et
al., 2007), ya que puede crecer a altas
temperaturas y a altas concentraciones de
azucar, lo que dificulta el control de su
crecimiento (Vermeulen et al., 2008). Por lo
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Tabla II. Ciclos logaritmicos reducidos de la poblacion de Z. bailii en cada uno de los
sistemas modelo y tiempo requerido parareducir la poblacion microbiana por debajo del

nivel de deteccion.

ay Dist (cm) B Ciclos log b Tiempo (min) ¢

0.99 10 6.99 30
5 7.71 20

1 7.70 10

0.97 10 7.97 15
5 7.83 15

6.89 10

0.95 10 6.95 15
5 6.92 10

6.88 5

2 Distancia de la muestra a la lampara UVC

b Ciclos logaritmicos reducidos

¢ Tiempo requerido para reducir la poblacion microbiana por debajo del nivel de

deteccion (<10 UFC/ml)

anterior, podria proponerse como un método
de conservacion de alimentos.

3. Estudio comparativo entre las levaduras

Con el fin de comparar la cinética de
inactivacion entre las dos levaduras, S.
cerevisiae 'y Z. bailli, se obtuvieron sus
respectivas curvas de inactivacion bajo las
mismas condiciones, tanto de ay, como de
distancia a la lampara de UVC.

En la Fig. 3 se muestra la inactivacion de las
levaduras con una ay, de 0.99 y a 1 cm de
distancia de la lampara.

El tratamiento de radiacion UVC fue
efectivo, ya que se logré reducir la poblacion
de ambas levaduras por debajo del nivel de
deteccion; sin embargo, para Z. bailli se
requiere un tiempo de exposicion a la
radiacion UVC mayor (10 min) que para S.
cerevisiae (5 min). En tres casos de los nueve
tipos de tratamientos diferentes se requirid el
mismo tiempo para reducir la poblacion
microbiana por debajo del nivel de deteccion;
en dos casos el tiempo de tratamiento
requerido para lograr esa reduccion fue menor
al tratarse de la levadura S. cerevisiae,
mientras que en cuatro casos se requirid un
mayor tiempo de tratamiento al tratarse de la

64

levadura Z. bailii. Debido a que el nlimero de
casos en los que el tiempo requerido para
reducir la poblacion de la levadura Z. bailii por
debajo del nivel de deteccion fue mayor, dicha
levadura podria considerarse como la mas
resistente de las dos estudiadas, al tratamiento
UVC. Existe poca informacién sobre el
tratamiento de Z. bailli con radiacion UVC.
Sin embargo, Martorell et al. (2007)
concluyen que Z. bailii es la levadura mas
resistente de entre cinco tipos evaluados
utilizando distintos antimicrobianos. Por otro
lado, Nielsen y Arneborg (2007) concluyeron
que la resistencia de la levadura Z. bailii es
mayor a la de S. cerevisiae al evaluar
diferentes niveles de pH y diferentes tipos de
antimicrobianos.

== S. cerevisae
<=7, bailii

log (N/No)

Tiempo (min)

Fig. 3. Inactivacion de dos levaduras conuna aw de 0.99 y a 1 cm de distancia
de la lampara UVC.
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Conclusion

La combinacion de la radiacion ultravioleta de
onda corta con la reduccion de la ay es un
método de desinfeccion efectivo, ya que en
todos los casos se logro reducir la poblacion
microbiana por debajo del nivel de deteccion
(<10 UFC/ml). Las reducciones maximas
alcanzadas fueron de 7 ciclos logaritmicos. En
general la levadura mdés resistente al
tratamiento fue Z. bailii. La efectividad del
tratamiento de radiacion UVC se aumenta en
funcion de la reduccion de la distancia entre la
muestra y la ldmpara y la disminucion de la ay,.
La a, es un tipo de factor de estrés que
favorece la disminucién en la poblacion
microbiana al combinarse con la radiacion
UVC.

La combinacion de dos técnicas de
conservacion redujo el tiempo de exposicion
de los sistemas modelo al tratamiento por lo
que podria proponerse su aplicacion en la
industria alimenticia.
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