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RESUMEN

Fundamentalmente, en este trabajo se pretendié evaluar la calidad microbioldgica
gue proporcionan las formulaciones usuales de coccion sous vide (SV) en elaboraciones con
distintos tipos de materias primas (vegetal, carne y pescado); asi como determinar si, en
aquellos casos en que el grado de higienizacidon alcanzado no permite la conservacion
refrigerada del producto (SV en coccion directa, o bajo el umbral térmico de seguridad),
dicha imposibilidad se podria revertir mediante la aplicacién adicional de tratamientos con
altas presiones hidrostaticas (HPP).

Conforme a lo expuesto, se realizaron tres elaboraciones en coccion SV (de distintas
intensidades segln naturaleza del alimento); efectuando un doble ensayo en los casos de
carne y pescado:

- Judias verdes con jamén y cebolla: SV (90 °C, 1h 45’)

- Pierna de cordero en su jugo: SV1(67.5 °C, 8h) y SV2 (65 °C, 24h)

- Lomo de bacalao al pilpil: SV1(57.1 °C, 30’) y SV2 (52 °C, 20')
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Las muestras sometidas a tales tratamientos térmicos conformaron el grupo control
o de referencia, frente a las que recibieron adicionalmente algun tipo de procesamiento
hiperbarico. Con objeto de inferir la influencia de los distintos parametros de presurizacion
sobre la eficiencia higienizante del tratamiento HHP, se ensayaron diversas combinaciones
de presidn hidrostatica, temperatura de la cdmara de presurizacion y tiempo de retencion.

El analisis microbioldgico se realizd sobre los géneros bacterianos especificados en
los criterios microbioldgicos que establecen las normativas aplicables para este tipo de
alimentos; de modo que sus resultados obtenidos se pudieran extrapolar a términos de
vida util del producto.

La frecuencia de muestreo fue idéntica en todos los ensayos durante el primer mes
de almacenamiento (dias 0, 3, 7, 14 y 30); difiriendo segln ensayo a partir de entonces,
tanto su frecuencia (mensual en los mas prolongados: judias y cordero_2; quincenal en los
restantes), asi como el periodo total de andlisis (de 60 dias para los ensayos preliminares,
hasta 270 dias en los de mayor duracion).

Se comprobd que el tratamiento SV de las judias suponia, por si solo, un excelente
método de conservacion: permitiendo que las muestras control mantuvieran recuentos de
células viables bajo el umbral de deteccidn en la totalidad de los medios a lo largo de todo
el tiempo de almacenamiento (270 dias).

En el caso del cordero se constaté la importancia de la relacién temperatura-tiempo
en la efectividad higienizante de la coccidn SV: se estimé una vida atil de 60 dias para las
muestras control del ensayo preliminar (mayor temperatura, menor tiempo); mientras que
las muestras presurizadas mantenian los recuentos de células viables por debajo del limite

de deteccidn en todos los medios a tiempo teo. Sin embargo, en el segundo ensayo (con
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temperatura ligeramente inferior, y tiempo mucho mas prolongado), la coccién SV permitié
gue las muestras control proporcionaran recuentos viables bajo el umbral de deteccién
durante 270 dias en todos los medios.

En el ensayo preliminar de bacalao (de cierta intensidad relativa: SV1= 57 °C, 30’) se
estimo que la vida util de las muestras control no superaba los 45 dias; alcanzando los 60
dias en las muestras con presurizacion adicional. En el segundo ensayo, sin embargo, el
decremento en temperatura y tiempo (SV2: 52 °C, 20’) supondria que las muestras control
registraran recuentos de enterobacterias a tiempo to al limite de la aceptabilidad. Escenario
que mejord hasta acercarse a 45 dias de vida util, en el caso de las muestras presurizadas
sometidas al tratamiento HHP de menor intensidad (300 MPa, 50 °C, 8’); o, extendiéndose
hasta los 70 dias, en aquellas muestras que se procesaron con la presurizacién mds intensa
(600 MPa, 50 °C, 8’).

En este Ultimo ensayo se estudiod, asimismo, tanto la diversidad bacteriana presente
en las diferentes muestras, como la dindmica de sus poblaciones durante el periodo de
almacenamiento refrigerado. Dicho estudio se realiz6 mediante secuenciacién masiva o
HTS (acrénimo anglosajon de High-Throughput Sequencing); técnica que permitié valorar
el impacto de los distintos tratamientos (térmicos e hiperbaricos) sobre las comunidades
microbianas de los substratos alimentarios.

Salvo excepciones puntuales y muy minoritarias, en las diversas muestrasy a lo largo
de la duracién del estudio, las poblaciones bacterianas estuvieron compuestas por los filos
Proteobacteria y Firmicutes. En las muestras control, las mayores abundancias relativas
correspondieron a las familias Bacillaceae, Enterobacteriaceae y Burkholderiaceae durante

el almacenamiento temprano; que darian paso a Pseudomonadaceae, para predominar en
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el almacenamiento tardio Enterobacteriaceae y Carnobacteriaceae. Mientras que en las
muestras presurizadas se observaron durante el almacenamiento temprano (con cierta
variacion segun la intensidad del tratamiento) mayores abundancias relativas de las
familias Burkholderiaceae, Bacillaceae o Vibrionaceae; prevaleciendo en la segunda mitad
del periodo de muestreo las familias acidolacticas (Enterococcaceae, Carnobacteriaceae y

Aerococcaceae).

» Palabras clave: coccién sous vide, calidad microbiolédgica, extension de vida util,
altas presiones hidrostaticas, diversidad bacteriana (sous vide cooking, microbiological quality,

shelf life extension, high hydrostatic pressure, bacterial diversity).
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1. INTRODUCCION

Cualquiera que sea la forma de preparar un rifion de buey,
nunca resultard un plato delicado. Mds vale que las personas
exigentes prescindan de él.

Auguste Escoffier (1934)
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Una de las acepciones, acaso la de mayor amplitud semantica, entre las que propone
el Diccionario de la Real Academia de la Lengua para el término Gastronomia es: Conjunto
de los platos y usos culinarios propios de un determinado lugar

. Un significado éste que se halla estrecha e implicitamente vinculado a una amplia
serie de aspectos previos que, en distinta medida, lo moldean y condicionan; como pueden
ser, entre otros: las caracteristicas geograficas, climatolégicas y medioambientales de la
zona (que determinaran, al cabo, sus recursos agropecuarios y/o pesqueros), diversos
rasgos idiosincrasicos (temperamento, creatividad, cardcter...), o manifestaciones de
indole puramente social, que se conjugan en una regién y a través del tiempo para
conformar patrimonio, cultura y tradicién.

Prueba de que la gastronomia implica mucho mdas que una simple reunién en torno
a una mesa con buena comida es la catalogacion como Patrimonio Cultural Inmaterial de
la Humanidad que la UNESCO reconoce a diversas tradiciones gastrondmicas. Entre ellas,

la mas representativa y cercana: la dieta mediterranea; reconocimiento éste que auna
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practicas agricolas, ganaderas y pesqueras, métodos de conservacion, cocinado y consumo
de alimentos

No obstante, mas alld de representar un rasgo diferenciador de un territorio, una
expresion cultural o acaso el arte mas efimero que se conoce, la gastronomia supone, ante
todo, una fuente de fruicién tan amplia como diversa: capaz no soélo de dulcificar la
rudimentaria e imperativa necesidad en que converge toda la fisiologia de la deglucién,
sino también de conmover las mas recdnditas instancias del animo a través de una
estimulacion impredecible del paladar o, incluso, satisfacer complejas exigencias grupales
inherentes a la morfologia social del individuo.

Es conocida la sentencia popular que afirma: En redor de una mesa bien provista se
acercan aun los pareceres mds opuestos. Esta capacidad de acercamiento que presenta la
gastronomia, este magnetismo, por asi decirlo, constituye actualmente un importante
factor comercial para sector turistico, tras constatarse en los ultimos aflos un considerable
crecimiento de la demanda de aquellos destinos que cuentan con una sugestiva oferta
gastrondmica (ya sea como un valor adicional o como principal reclamo). Es decir, existe
una relacién directa entre el atractivo y la competitividad de un destino turistico concreto
y la excelencia de sus recursos gastrondmicos

. En las ultimas décadas, distintos autores coinciden en este hecho: la gastronomia
no solo es uno de los principales motores de desarrollo turistico

, ho solo representa un reclamo de primer orden, sino

gue condiciona hasta el modo en que el viajero percibe su propia experiencia vacacional
La alimentacion como una forma de placer hace posible la

conceptualizacién de la gastronomia como principio de segmentacion del mercado

turistico, ya que el visitante, mayoritariamente, se muestra interesado por la cultura local,
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por la comida autdctona y demanda, en general, productos diferentes a los que consume
de forma habitual (Nunes dos Santos, 2007). Se estima que la gastronomia es una de las
principales motivaciones en la eleccidon de destino para el 15% de los viajeros (Berbel-
Pineda, Palacios-Florencio, Ramirez-Hurtado, & Santos-Roldan, 2019). Por otra parte, el
turismo gastrondmico o culinario se revela como un excelente instrumento de desarrollo
regional sostenible; de especial importancia en dreas rurales que precisan una
reestructuracion econdmica ante la pérdida o menoscabo de sus fuentes de ingresos
tradicionales, donde se dinamizan otros sectores productivos (manufactura, agricultura,
ganaderia, servicios, etc) en torno a este tipo de industria, preservandose simultdneamente
sus identidades locales (Hall & Sharples, 2003).

Cada dia es mas aceptado, tanto por instituciones académicas como empresariales,
la existencia de una profunda sinergia entre el turismo y la gastronomia; evidencidandose
que la transformacién de la industria turistica se orienta decididamente hacia un mercado
de emociones, en el cual la gastronomia desempefia un papel primordial (Ortega Rosell,
Sanchez Martin, & Hernandez Mogollén, 2012). Tendencia ésta a tener en consideracion,
esencialmente, por el volumen econdmico asociado a este sector: el turismo generé en
Espafia en 2018 una riqueza equivalente al 11,7% de su Producto Interior Bruto (Instituto
Nacional de Estadistica, 2019); estimdndose que un turista promedio destina alrededor de
una cuarta parte del coste de su viaje a alimentacién y bebida.

Precisamente, a la par que el efecto incontenible de la globalizacion tiende a
homogeneizar valores, gustos y costumbres en todo el planeta, como contrapartida, cada
dia en mayor medida, el viajero busca la peculiaridad, la diferencia, la rareza del
endemismo. Fendmeno restitutorio que se traduce en un mayor acercamiento, en un

interés creciente por el folclore del territorio que se visita, por su acervo tradicional, por
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las distintas expresiones de su herencia popular . En este
sentido, pocos elementos patrimoniales consiguen identificar a una regién tan rapida,
profunda y genuinamente como lo hace su gastronomia.

Ante esta dindmica de la demanda, en un sector con tan importante volumen de
negocio, consecuentemente, todos los agentes del espectro turistico (desde organismos
publicos de fomento y promocién, hasta entidades empresariales de indole muy diversa:
turoperadores, agrupaciones hoteleras, gremios de restauracion...), tienden a adaptar sus
estrategias de posicionamiento en el mercado de modo que se visibilicen y pongan en valor
todos los recursos gastrondmicos de la zona que se pretende promocionar; buscando, claro

estd, una significativa potenciacién del atractivo del destino ofertado

Por otro lado, conviene resaltar que una caracteristica constitutiva del hecho
gastrondmico es su caracter integrador, su capacidad para anexar, adecuar y asimilar todo
elemento (ya sea materia prima, procedimiento o concepcién) al que el transcurso del
tiempo vy las tendencias sociales llegan a conferir cierto grado de habitualidad. Basta una
somera revision diacrdnica de la significacién que han tenido los diversos elementos que la
gastronomia fue incorporando a lo largo del tiempo, para reconocer la extraordinaria
trascendencia del proceso de tecnificacidon y cimentacion cientifica que experimenta
actualmente la cocina profesional (cuyos efectos, debido a los nuevos mecanismos de
informacién y comunicacion, se difunden hasta dmbitos domésticos con una celeridad sin
precedentes). Situacién ésta que ha desencadenado la mayor revolucién del concepto de
la restauracién que se ha conocido nunca.

El binomio ciencia-gastronomia se revela, sin duda alguna, como una unidn

netamente simbidtica: su base técnica ha dado lugar a destacadas corrientes culinarias,
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desarrolldandose sincrénicamente diversas subdisciplinas bromatoldgicas que han
adquirido, a su vez, identidad propia. Una fusion muy afortunada, que no sélo estd
permitiendo una asombrosa innovacién en texturas, sabores y presentacion de las
elaboraciones, sino también la popularizaciéon de procesos especializados. Combinacién
que, en general, esta posibilitando una mejor comprensién de la fenomenologia
alimentaria y contribuyendo, en definitiva, a la erradicacién de buena parte de la

aleatoriedad que la cocina ha acumulado durante siglos de desarrollo puramente empirico

A nivel profesional, la cocina cldsica, hasta cierto punto hermética, neofdbica e
incluso refractaria a tendencias innovadoras, basada en la repeticidén y la observancia de
sus propios fundamentos, ha evolucionado hacia una estructura multidimensional
(cientifico-técnica, econdmica, social, ética, estética...) que se expande hacia nuevos
campos del conocimiento, hacia un espacio donde convergen procesos interdisciplinares y
se generan e intercambian conocimientos técnicos de indole muy diversa

. Una profunda renovacidén que, no obstante, se produce sin ruptura con sus
cimientos tradicionales. Los platos del repertorio clasico, de hecho, han sido objeto de un
recurrente versionado, de reiteradas adaptaciones y modificaciones (con variantes en su
texturizado, sus técnicas de coccidn o presentaciéon). De modo que el acervo culinario ha
constituido un inmejorable repositorio de férmulas, y esta serie de reinterpretaciones de
los clasicos, tan sélo, un respetuoso tributo a la tradicién. Pues, en definitiva, la actividad
culinaria moderna, sin olvidar la cantidad de factores que en ella intervienen (y a riesgo de
incurrir en reduccionismo), podria decirse, implica un elaborado equilibrio entre la herencia

de los fogones y las recientes versatilidades tecnoldgicas
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La gastronomia de vanguardia, ciertamente, ha evolucionado de una cocina basada
en productos hacia una cocina basada en procesos; esto es, donde el proceso (cdmo se
cocina o como se va a degustar) cobra mayor relevancia que el propio producto (qué se
elabora o qué se come). La cocina actual se orienta, claramente, hacia una formulacion de
complejidad progresiva donde la creatividad se convierte en un desempefio primordial, en
el principal valor diferenciador frente a una refiida competencia y, al mismo tiempo, en un
factor de lujo, en una medida de la calidad del resultado que se lanza al mercado

. Otros autores destacan, asimismo, la importancia que ha cobrado el elemento
creativo en la fenomenologia culinaria de los establecimientos de alta gama. Ya que la
revalorizacién del proceso frente al producto exige una constante revision del modo en que
se implementan y combinan los recursos disponibles. Requiere, si se desea mantener un
Optimo nivel competitivo, una incesante capacidad de transformaciéon y mejora, una
innovacion continua. Y el substrato esencial que permite el desarrollo de cualquier género
de innovacion es, precisamente, la creatividad

Como se resefié anteriormente, la proyeccién de la moderna gastronomia abarca un
gran numero de ambitos. Acaso, determinados aspectos, como son sus vertientes técnica,
comercial o estética, puedan contribuir de manera preponderante a perfilar una definicién
social de cuanto representa el fendmeno culinario actualmente. Sin embargo, la alta cocina
se acrecienta a través de otras dimensiones que, si bien poseen menor visibilidad
mediatica, no por ello resultan carentes de una gran significacion. Prueba de ello podrian
ser, mas allad de la busqueda de sabores, disefios o texturas fascinantes, la preocupacién
por el impacto nutricional que supone el empleo de nuevos procedimientos e ingredientes,
de nuevas técnicas y combinaciones; es decir, un concepto de gastronomia que no sélo se

centra en sensaciones, sino que pretende que éstas resulten compatibles con equilibrio
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nutricional y salud . O la sensibilizacién sobre
la necesidad de fomentar una economia sostenible, de promover el consumo de materias
primas y productos de cercania que redunden en el desarrollo local, como un pequefio

compromiso sumativo capaz de prevenir grandes desequilibrios futuros

Sin embargo, la componente cientifico-técnica adquirida en las ultimas décadas por
las expresiones mas sofisticadas de la cocina (etiquétense éstas a voluntad: vanguardista,
creativa, tecnoemocional, molecular, modernista, de fusion...), en ningun caso las equipara
o asemeja a las disciplinas cientificas de caracter propiamente alimentario (Bromatologia,
Ingenieria Alimentaria o Ciencia y Tecnologia de los Alimentos). Especialidades éstas que
emplean las ciencias bioldgicas y fisicoquimicas y la ingenieria para estudiar la naturaleza
de los alimentos, las causas de su deterioro, asi como los principios subyacentes en el
procesamiento y mejora de los alimentos para el consumo publico

. Las ciencias alimentarias se ocupan, principalmente, de la produccion de alimentos
a escala industrial, de preservar sus propiedades nutricionales y garantizar su inocuidad

. Por el contrario, por avanzado que haya sido el grado tecnificacion
de una cocina, su actividad productiva no se puede reducir a un procedimiento puramente
cientifico; la cocina siempre contendra cierta dosis esencial de intuicion e imprevisibilidad,
un germen de apasionamiento propio de las artes y de disciplinas que en alguna medida

participan de ellas.
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1.1. TECNOLOGIA DE BARRERAS O DE METODOS COMBINADOS

Los modelos operativos de la industria alimentaria siempre han representado un
claro referente para la restauracién colectiva. Esta, en alguna medida, siempre ha tendido
a la incorporacién de metodologias, utensilios e ingredientes industriales a su sistema
productivo. Transferencia que, en ciertos casos, tras una adecuada adaptacién, se ha hecho
extensiva a la restauraciéon comercial; llegando, en ocasiones, incluso a popularizarse a
través de versiones y formatos domésticos. Influencia ésta que, en rigor, resulta un flujo
bidireccional, un intercambio efectivo; puesto que cualquier actividad productiva, al cabo,
se halla esencialmente condicionada por las preferencias de la demanda social. Interaccién
a la que ya se aludiera en el inicio de esta introduccion.

En las ultimas décadas, indudablemente, esta transferencia se ha intensificado de
manera muy considerable (en volumen y velocidad): pruebas de ello son el sensacional
proceso de tecnificacidon que experimenta la moderna restauracién o la extraordinaria
adaptacion del sector alimentario a las nuevas necesidades doméstico-familiares. La propia
técnica que vertebra este estudio (la coccion sous vide) representa otro claro ejemplo: su
practica se ha hecho accesible a cualquier hogar (la maquinaria que requiere, desde hace
algunos afios, se comercializa en versiones amateur y semiprofesionales, a unos precios
bastante asequibles).

Pese a su heterogeneidad, existe una evidente interdependencia entre los distintos
ambitos de produccidn culinaria. Acaso, el objeto mismo de esta investigacién, en ciertos
aspectos, pueda deslocalizarse entre la restauracion comercial y la industria alimentaria.

Esta interrelacién de sectores, con su diversidad de concepciones y planteamientos, debe
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suponer, precisamente, un enriquecimiento de las conclusiones de este trabajo, nunca un
problema afiadido. No obstante, cada ambito posee sus propias especificidades, y seria
conveniente resaltar que Unicamente en la industria alimentaria se aplican procesos de alta
estandarizacion y métodos netamente cientificos; que en su seno surgen y se desarrollan
la mayor parte de los proyectos de innovacién técnico-gastronémica...; que representa, en
definitiva, un entorno dptimo para iniciar cualquier trabajo de investigacién alimentaria.

Un objetivo continuo de la industria alimentaria es la implementacién de mejoras en
el procesamiento productivo que preserven y realcen las cualidades organolépticas de los
alimentos, garantizando al mismo tiempo la seguridad de su consumo

. Objetivo éste que ha de asociarse, entre otros
aspectos, a una incuestionable evolucion en los habitos alimentarios durante las Gltimas
décadasy, en concreto, a la creciente demanda de los denominados alimentos ready to eat
(productos de V gama); entre los cuales convendria destacar aquellos que hacen de su
calidad gastrondmica un elemento diferenciador frente a otros articulos de su clase
existentes en el mercado.

Tales mejoras en la metodologia productiva no sélo repercuten substantivamente
sobre la calidad y la seguridad de los alimentos, sino que asimismo afectan de forma
significativa a su durabilidad. Un incremento en la vida util del producto que supone, a su
vez, mayor tiempo de disponibilidad de consumo y posibilidad de acceso a mercados mas
distantes. Lo cual, en el ambito econémico, se traduce en una reduccién de los costes por
deterioro de producto, asi como en un crecimiento de la facturacion por expansion de
mercado.

En este sentido, una de las mejores alternativas que puede adoptar la industria

alimentaria (sin duda la mas simple), capaz de satisfacer la demanda generada por los
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consumidores de este tipo de alimentos, probablemente sea la técnica sous vide

. Técnica que tan sélo con una moderada pasteurizaciéon busca un adecuado
equilibrio entre la preservacién de la calidad nutricional y organoléptica del producto y la
eficiencia de la higienizacién derivada del tratamiento térmico.

Sin embargo, el uso exclusivo de dicha técnica como método de conservacion plantea
considerables limitaciones: por cuanto la preservacidon de la calidad gastrondmica se
obtiene fundamentalmente a expensas de una atenuacién en la intensidad del tratamiento
térmico; atenuacién que lleva asociada un decremento de la calidad microbioldgica del
productoy, por tanto, de su seguridad alimentaria y de su longevidad comercial. Razdn ésta
gue obliga a los sectores productivos de alimentos de V gama al desarrollo de metodologias
que integran distintas técnicas de conservacidon. Especialmente, cuando se opta por
minimizar el tratamiento térmico en favor de la palatabilidad y otros atributos sensoriales
del producto final; debiendo, en consecuencia, incrementar su vida util mediante otras vias.

En definitiva, la seguridad microbioldgica y la estabilidad de la mayoria de los
alimentos estdn basadas en la aplicacién de una serie de factores de conservacion
denominados obstdculos o barreras; la técnica de aplicacion secuenciada de los diferentes
obstaculos recibe el nombre de tecnologia de barreras . Esta

hibridacién de procesos también es conocida como tecnologia de métodos combinados

La tecnologia de barreras supone una combinacion inteligente de obstaculos que
garantiza la seguridad y la estabilidad microbiolégica de los productos alimentarios,
prolongando su calidad organoléptica y nutricional, asi como la viabilidad econdmica de
éstos . Es decir, la aplicacion de esta tecnologia exige el ajuste de dos o mas

parametros de conservacidén a un nivel éptimo, de modo que se alcance una maxima
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letalidad microbiolégica, viéndose afectadas minimamente las cualidades organolépticas
del alimento. Entrafia, en ultima instancia, una aplicacién dosificada de tecnologias bien
conocidas que interactian sinérgicamente para controlar la seguridad y la calidad
organoléptica y nutricional del producto resultante

Estos obstaculos pueden ser de muy diversa naturaleza; desde técnicas empleadas
de forma tradicional, como tratamientos térmicos, reduccion de la actividad de agua (aw),
descenso de pH, adicidon de sustancias conservantes o inoculacion de microorganismos
competitivos, hasta sofisticadas aplicaciones de innovacién tecnoldgica: inactivacion
fotodindmica, altas presiones hidrostaticas, aplicacion de ultrasonidos, envasado en
atmodsferas modificadas o recubrimientos comestibles, entre otros

. Si bien la secuenciacién de tales tratamientos pretende controlar

cualquier forma de deterioro en la calidad de los alimentos, su prioridad fundamental
siempre serd minimizar el potencial de aparicién y crecimiento de microorganismos tanto
patdégenos como alterantes

Los microorganismos han desarrollado una serie de mecanismos compensatorios que
contrarrestan los efectos adversos producidos por las perturbaciones de su entorno, de
modo que los parametros esenciales de su fisiologia celular puedan mantenerse dentro de
un rango de relativa estabilidad. La autorregulaciéon que ejercen tales mecanismos se
denomina homeostasis. Por su parte, la secuencia de procesos que emplea la tecnologia de
barreras no supone sino una sucesién de tensiones de moderada intensidad, e indole
diversa, que persiguen un menoscabo sumativo de la integridad celular de los
microorganismos. Constatdndose que la alteracién de las condiciones del entorno celular
mediante la aplicacion de distintos factores de conservacidén requiere un considerable

esfuerzo de reparacion homeostatica; exigencia ésta con un importante coste energético,
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que conduce fatalmente al agotamiento metabdlico de la célula vegetativa. Asimismo, se
ha podido constatar que la eficiencia de los procedimientos de conservacion decrece
cuando se aumenta demasiado la intensidad de éstos, ya que un estrés excesivo induce
una sintesis de proteinas de choque como respuesta de supervivencia; lo que se traduce,
cuando los dafios resultan subletales, en microorganismos mds resistentes y virulentos. Se
comprueba, en definitiva, que la mayor eficacia en la conservacidon de alimentos se
consigue al aplicar diversos tratamientos de una intensidad moderada, que inciden
sinérgicamente sobre varias dianas fisioldgicos, perturbando (de forma simultdnea o
secuencial) diferentes sistemas que resultan esenciales para la viabilidad celular. Estrategia
ésta denominada multitarget preservation
Como se ha indicado, actualmente, la industria alimentaria emplea un amplio
espectro de técnicas de barrera (mas de un centenar); por tanto, la combinatoria posible
en el disefio de metodologias de conservacidon permite un enorme nimero de variantes
. En este estudio experimental se combinaran Unicamente dos tipos
de barreras: térmicas e hiperbaricas. Cuyos fundamentos y caracteristicas se expondran en
epigrafes subsiguientes.
No obstante, antes se describirdn someramente, a modo de compilacién preambular,

algunas de las técnicas de barrera que hoy dia aplica la industria alimentaria.

1.1.1. RADIACION IONIZANTE

Segun el Codex Alimentarius, Unicamente esta permitida la irradiacién comercial de
alimentos con tres tipos de particulas: rayos gamma de alta energia, rayos X y electrones
acelerados. Estos tipos de radiacion corresponden a la zona mas energética del espectro

electromagnético. Su aplicacion produce dafios severos en el ADN de los microorganismos,
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causando su disfuncién celular. Producen, por tanto, un considerable efecto higienizante
sobre los alimentos irradiados. Destacable, asimismo, resulta su capacidad de penetracion:
tanto los rayos X como los rayos I extienden su accién hasta varios de centimetros bajo la

superficie del alimento

RADIO MICROWAVE INFRARED VISIBLE ULTRAVIOLET X-RAY GAMMA RAY

8 1 15 16 18 20

Hz 10 10 10 10 10 10 10

ILUSTRACION 1. Tipos de radiacion del espectro electromagnético
Adaptado de: (https://hubblesite.org)

Esta técnica no sélo mejora notablemente la calidad microbiolégica del alimento,
prolongando asi su vida util, sino que también conoce otras aplicaciones segun el tipo de
alimento de se trate; como son: desinsectar (legumbres o cereales), retrasar la maduracién
(frutas y hortalizas), o inhibir la germinacion (tubérculos y bulbos). Todo ello sin que se
vean afectados de manera significativa los atributos sensoriales de los alimentos. Otra de
sus ventajas reside en la irradiacion de alimentos envasados (envase estanco); con lo que
se obtiene una conservacion duradera tras el tratamiento. Una tecnologia ésta que, segun
la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) y la FAO (Organizacién de Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura), resulta segura para el procesamiento de productos
alimentarios siempre que se apliquen las dosis de radiacidon adecuadas; siendo la radiacién
maxima permitida de 10 kilograys

Durante largo tiempo, esta tecnologia se ha aplicado a especias, condimentos y otros

productos deshidratados que precisaban una higienizacidon en seco y libre de residuos;
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obteniendo una satisfactoria eliminacion de formas vegetativas bacterianas, esporas,
levaduras y mohos, sin un impacto negativo sobre las propiedades organolépticas del
producto. No obstante, la irradiacién de productos perecederos como carne, pescados o
mariscos, esta encontrando ciertas dificultades para convertirse en una realidad comercial
significativa, ya que la percepcién general del consumidor asocia este tipo de radiaciones
con algun peligro para su salud (Muredzi, 2014).

Si un determinado producto alimentario ha sido irradiado o, en alguna proporcion
contiene ingredientes irradiados, deberd figurar en su etiquetado alguna de las siguientes

inscripciones: irradiado o tratado con radiacion ionizante (Dielh, 2002).

1.1.2. RADIACION ULTRAVIOLETA DE ONDA CORTA

La técnica de fotoinactivacion ultravioleta (UV) es un método fisico en el cual el
agente germicida es la energia de radiacidn. Resulta altamente eficaz en la inactivacién de
una gran variedad de microorganismos (bacterias, virus, protozoos, mohosy levaduras). Su
energia, esencialmente, provoca dafios irreparables sobre los acidos nucleicos (ADN/ARN),
las membranas y la actividad enzimatica de las células. El nivel de maxima absorbancia del
ADN (es decir, el mayor indice de letalidad) se produce con radiaciones de longitud de onda
de unos 260 nm; considerandose un rango dptimo entre 250 y 270 nandmetros (Hijnen,
Beerendonk, & Medema, 2006).

Se trata de un tratamiento seco y frio, que no genera ningln residuo quimico ni
subproducto indeseable que pueda alterar las caracteristicas organolépticas del alimento.
Tampoco produce radiactividad residual (como es el caso de la radiacion ionizante). Posee
un alto poder de penetracién, y su coste resulta relativamente bajo (Guerrero-Beltran &

Barbosa-Canovas, 2004).
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Sin embargo, una de las principales limitaciones de esta técnica es su aplicabilidad:
Unicamente es efectiva en las superficies de los alimentos o en liquidos transparentes.
Asimismo, el alimento a tratar debe ubicarse lo mds cerca posible de la fuente de radiacidn.
Por otra parte, conviene ajustar tiempos e intensidades de radiacion en funcién del tipo de
alimento a tratar, ya que dosis de radiacion UV excesivamente altas podrian acarrear cierto
menoscabo de las propiedades nutritivas del alimento, asi como algun deterioro de su
aspecto. Los alimentos tratados con esta técnica deben mantenerse refrigerados y en
envases opacos, con el fin de prevenir la reactivacidn con luz visible (azul-violeta: 330-480
nm) de aquellos microorganismos que permanecen en un estado subletal tras la radiacion

uv

1.1.3. BACTERIOCINAS Y BACTERIOFAGOS

Las bacteriocinas son sustancias de naturaleza proteica (concretamente, péptidos de
sintesis ribosdmica) que poseen una localizada accién bactericida. Buen numero de las
bacterias grampositivas tienen la capacidad de generar esta clase de compuestos; lo cual
les confiere una ventaja selectiva frente a sus competidores. Las bacteriocinas mejor
conocidas son las producidas por bacterias acidolacticas (BAL), debido a su uso potencial
en la industria alimentaria como bioconservantes. De hecho, actualmente, el Unico agente
antimicrobiano natural autorizado como bioconservante para uso alimentario (E234) es la
nisina (generada por Lactococcus lactis); cuya actividad se restringe considerablemente al
aplicarse fuera de entornos acidos. Por tanto, supondria un avance notable para la
investigacion alimentaria el hallazgo (y su validacion legislativa) de otras bacteriocinas que
se muestren estables en un extenso rango de temperaturas y pH, presentando a la par un

amplio espectro de actividad antimicrobiana
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Postigo Ruiz, 2011). Existen muchas bacterias candidatas (BAL) que generan péptidos con
interesantes espectros de inhibicion (pediocina PA-1/AcH, lacticina 3147, entre otras)
(Grande Burgos, Cobo Molinos, Galvez del Postigo Ruiz, & Pérez Pulido, 2015).

Las bacteriocinas se pueden incorporar al alimento como un concentrado o sustancia
que se aisla previamente de su cepa productora (preparacién ex situ), es decir, como un
aditivo o ingrediente con propiedades conservantes; o bien, pueden generarse en el propio
alimento mediante la inoculacion del microorganismo que produce la bacteriocina en
condiciones que favorezca su sintesis (produccién in situ). Por otra parte, las bacteriocinas
de mas amplio espectro se emplearian como un conservante de efecto genérico, mientras
qgue aquellas bacteriocinas con espectro reducido se destinarian a la inhibicion selectiva de
determinados patégenos alimentarios, sin actuar sobre la microbiota beneficiosa o banal
gue pueda contener el alimento (Galvez del Postigo Ruiz, Abriouel, Lucas Lopez, & Ben
Omar, 2007).

Otra alternativa en cuanto a bioconservacion alimentaria son los bacteriéfagos. Se
trata de virus que, como indica su propia denominacidn, atacan a determinadas bacterias
provocando su lisis celular. Esta inactivacién bacteriana resulta muy especifica (a nivel cepa
y especie), por lo que su actividad no produce un impacto de consideracién sobre el resto
de la poblacién microbiana presente en el alimento. Su accién invasiva en ningln caso se
extiende a células eucariotas; por lo que se consideran seguros. Asi lo dictamina la Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), que avala la inocuidad para el ser humano de
alimentos tratados con bacteriéfagos especificos para determinados patdégenos

alimentarios (Grande Burgos, Cobo Molinos, Galvez del Postigo Ruiz, & Pérez Pulido, 2015).
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1.1.4. CAMPOS ELECTRICOS PULSADOS

El procesamiento de alimentos mediante campos eléctricos pulsados (PEF) es una
tecnologia de inactivacion microbiana de cardcter no térmico que, con una adecuada
relacion intensidad de campo eléctrico y tiempo de aplicacion, consigue una importante
reduccion de la poblacidn de bacterias en forma vegetativa, sin un apreciable deterioro de
la calidad del producto tratado

En dicha técnica, esencialmente, el alimento se hace pasar a través de una cdmara de
tratamiento, entre dos electrodos, a los que se aplica una diferencia de potencial de forma
intermitente, produciéndose un campo eléctrico de alta intensidad (puede variar entre los
10 y 50 kV.cm™) y muy corta duracién (del orden del microsegundo). Para maximizar la
eficiencia higienizante del procedimiento, y mantener la calidad del producto, es necesario
adecuar la intensidad y duracién del campo, asi como el nimero de pulsos que se aplican,
a las propiedades de la matriz alimentaria y las caracteristicas de su microbiota

. Asimismo, el disefio de la camara ha de garantizar la distribucién homogénea

del campo eléctrico, de modo que el tratamiento resulte altamente uniforme en todo su
volumen; de lo contrario, podrian llegar a producirse incrementos térmicos localizados de

naturaleza dhmica, que desvirtuarian la calidad organoléptica del producto

Se ha constatado que por encima de una determinada intensidad de campo eléctrico
(umbral critico: en torno a 15 kV.cm™?), se producen importantes alteraciones estructurales
en la membrana celular de las bacterias. Fendmeno éste, denominado electroporacion, que
supone un drastico aumento de la permeabilidad de la membrana. Una porosidad con un
didmetro y una densidad de distribucién proporcionales a la intensidad y la duracién del

campo aplicado. Dicha permeabilizacién obedece a una acumulacién de carga libre (en
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presencia de campo) en las superficies interna y externa de la pared celular (cargas de signo
opuesto) (Siemer, Aganovic, Toepfl, & Heinz, 2014); las cuales, por atraccién electrostatica,
ejercen una presion que llega a perforar la membrana, provocando la muerte celular

(Mafias & Pagan, 2005).

ILUSTRACION 2. Mecanismo de electroporacién

Obtenido de: (Siemer, Aganovic, Toepfl, & Heinz, 2014)

1.1.5. OZONIZACION

El ozono es una molécula triatémica (03), modificacién alotrépica del oxigeno. A
temperatura ambiente, permanece en estado gaseoso y es parcialmente soluble en agua.
Resulta altamente reactivo: se trata del oxidante mds enérgico empleado en aplicaciones
alimentarias. Tanto en estado gaseoso como en disolucién acuosa, muestra un gran poder
desinfectante: capaz de inhibir bacterias (ciertas esporas inclusive), levaduras, mohos, virus
y protozoos (en suspensiones celulares, incluso a muy bajas concentraciones y en reducido
tiempo de exposicion). También se muestra eficaz en la eliminacién de micotoxinas y
residuos de plaguicidas. Habiéndose constatado que su accién germicida no sélo resulta
proporcional a la concentraciéon de gas y al tiempo de exposicidn, sino que también se
incrementa con el aumento de la temperatura y de la humedad relativa (Kim, Yousef, &

Dave, 1999).
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El mecanismo de inactivacion microbiana del ozono guarda relacién con su
reactividad, produciendo la oxidacion de determinadas moléculas, esenciales para la
viabilidad celular; a saber: lipidos insaturados de la membrana (o lipopolisacaridos, en el
caso de bacterias gramnegativas), enzimas intracelulares (deshidrogenasa, en particular) o
material genético (ADN y ARN). Oxidacién que, en sintesis, provoca dafios en la membrana,
fuga de contenido intracelular y la muerte del microorganismo. Sin embargo, la sensibilidad
al ozono varia segun el tipo de célula: en general, las esporas presentan mayor resistencia
que las formas vegetativas; asi como las bacterias gramnegativas son inactivadas con mas
facilidad que las grampositivas

. Asimismo, las levaduras se muestran mas sensibles a la ozonizacién que los mohos;
mientras que la inactivacién de virus exige tratamientos ain mds intensos o prolongados
que los anteriores.

La concentracion de ozono (gaseoso o en diluciéon acuosa) necesaria para alcanzar un
determinado grado de higienizacion de un alimento variara considerablemente en funcién
de sus propiedades; influiran factores como su composicion o la textura y uniformidad de
su superficie: de tal modo que, una matriz rica en grasa requerird mayor concentracion de
ozono que una matriz glucidica, o un alimento rugoso, perforado o irregular, reducira su
carga microbiana en menor medida que otro con superficie lisa. Esta variabilidad del efecto
gue tiene la ozonizacién sobre el alimento, no sélo es de orden microbioldgico, también se
extiende a la calidad sensorial del producto procesado. Asi, un tratamiento inadecuado
(concentraciéon de ozono o tiempo de aplicacidn excesivos) puede acarrear el deterioro
oxidativo de la superficie del alimento, su decoloracion y la aparicién de sabores y olores

indeseables . Asimismo, unos parametros de ozonizacidon poco
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ajustados podrian alterar otras caracteristicas del alimento, como su contenido fenélico, o

incluso sus propiedades reoldgicas

1.1.6. ENVASADO EN ATMOSFERAS MODIFICADAS

Fundamentalmente, el objetivo del MAP (acréonimo del inglés Modified Atmosphere
Packaging) es prolongar la vida util del alimento envasado, evitando o retardando posibles
decrementos de su calidad nutricional y organoléptica. Para conseguir tal propdsito, esta
técnica de envasado intenta minimizar las alteraciones indeseables de érdenes fisioldgico
y fisicoquimico que pueda sufrir el alimento, controlando el crecimiento bacteriano interno
e impidiendo cualquier contaminacién exterior. Para ello reemplaza el aire atmosférico por
una combinacién especifica de gases estériles que se adecua a las caracteristicas propias
de cada tipo de alimento. Principalmente, estos gases son nitréogeno y oxigeno moleculares
(N2 'y Oz) y diéxido de carbono (CO3); cada uno con unas propiedades que determinan su
funcién y presencia en las distintas mezclas de gases MAP

= El nitrégeno molecular (N2) es un gas inerte e insipido, de baja solubilidad; previene
la oxidacion del producto por desplazamiento del oxigeno y mantiene la presién interna del
envase, evitando que colapse. Inhibe el crecimiento de microorganismos aerobios.

» El oxigeno molecular (O;) es ligeramente soluble en agua y posee un gran poder
oxidante. Puede, en consecuencia, causar distintas reacciones indeseables en el alimento
envasado: pérdida de su coloracién natural, enranciamiento de lipidos, una maduracién
aceleraday, naturalmente, el incremento de microorganismos aerobios. El oxigeno acarrea
tantos inconvenientes que Unicamente se incorpora a la mezcla MAP en aquellos casos en
gue su presencia resulta imprescindible. El mas relevante lo representan las carnes rojas

(IV gama); producto éste que, generalmente, se envasa con una mezcla rica en oxigeno
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(80% 02 +20% CO3), con el propdsito de mantener el color rojo brillante de la oximioglobina
de la carne: factor que el consumidor relaciona con la idea de carne fresca de buena calidad
. Asimismo, las frutas y hortalizas crudas, cuyo
metabolismo oxidativo precisa un aporte de oxigeno, son otro caso en que la atmdsfera de
envasado debe contener Oy; ésta vez, en proporcién mucho mas reducida (entre 1-10 %).

* El didxido de carbono (CO;) es moderadamente lipo e hidrosoluble, resultando su
solubilidad inversamente proporcional a la temperatura. Propende, por tanto, al colapso
del envase. Ejerce un considerable efecto bacteriostatico por disminuciéon de pH del medio.

Aunque en ocasiones también podrian incorporarse gases adicionales, con efecto
especifico y en porcentaje reducido; como pueden ser:

* El mondxido de carbono (CO), como el precedente, un gas con capacidad germicida.
Resulta toxico para el ser humano; por lo que su empleo debe restringirse a un contenido
porcentual inferior al 1 % de la atmdsfera. Sin embargo, pese a su peligrosidad, presenta
interesantes aplicaciones como sustituto del oxigeno en envasado de carnes rojas: en
condiciones anaerobias (mezcla MAP: 0,4 % CO + 30% CO; + resto Nz) se constata que
pequeias concentraciones (entre 0,3 % y 0,5 %) de mondxido de carbono son suficientes
para mantener un intenso color rojo en la carne envasada y conservada a temperatura de
refrigeracion , . Sin embargo, la
legislacion vigente (Reglamento UE 1130/2011, de 11 de noviembre) no autoriza el uso
alimentario de este gas en la Unidn Europea.

* El didxido de azufre (SO;) es un gas irritante, de cierta toxicidad, lo que obliga a
reducir su empleo a pequefias concentraciones. Ejerce una apreciable accidén antioxidante,
gue lo convierte en un eficaz inhibidor de las reacciones de pardeamiento enzimatico de

frutas o de la melanosis en crustaceos. Muestra, asimismo, buena actividad antifungica.
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* El argdn atémico (Ar) es el mas abundante de los gases nobles; y, como todos ellos,
no es reactivo. Resulta, por tanto, un buen sustituto del nitrégeno; aunque de mayor coste.
Es dos mas soluble en agua que el nitrégeno, y de mayor densidad que éste.

En general, la prolongacién efectiva de vida util debido al envasado MAP dependera,
entre otros factores, de la idoneidad de la mezcla de gases empleada. Dado que gran parte
del deterioro alimentario es producido por bacterias aerobias, una concentraciéon dptima
de CO; en la mezcla MAP garantizara, por si misma, una mejora en la durabilidad del
producto. En esencia, la actividad antibacteriana de este gas radica en su solubilidad doble
(lipo/hidro), que le permite penetrar la membrana celular, diluirse en el citoplasma y bajar
su pH (formando acido carbdnico), imposibilitando distintos procesos del metabolismo
microbiano. No obstante, ni esta técnica puede prescindir del oxigeno en todas sus mezclas
(insustituible en determinados productos, como se ha indicado), ni el diéxido de carbono
esta libre de inconvenientes (colapso del envase, acidificacién del alimento o proliferacién
de anaerobios). Por tanto, la eficacia de este tipo de envasado no sélo dependerd de una
apropiada combinacion de gases, también requerira una correcta manipulacién del género
(gque minimice su carga microbiana inicial), asi como un riguroso mantenimiento de cadena
de frio

Sin embargo, el envase es el elemento, de cuantos se ensamblan en esta técnica, que
posee una expectativa de mejora mds amplia. Se emplean envases de polimeros con efecto
alta barrera (que minimiza la difusiéon de gases envase-entorno) para aquellos productos
gue sélo presentan una reducida actividad enzimatica, donde la composicidn inicial de la
atmasfera MAP no sufre cambios significativos. Mientras que en el caso de alimentos con
una actividad metabdlica de consideracion (vegetales frescos o, en menor medida, carnes

y pescados crudos) la atmdsfera inicial pronto se ve alterada como consecuencia de dicho
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metabolismo (caso de los vegetales: absorcién O, y emisidn CO; + H20vapor); |0 que requiere
un laminado polimérico de permeabilidad selectiva (que permita la entrada de las especies
absorbidas y la salida de las emitidas), para evitar la asfixia y prematura senescencia del
producto (Garcia Iglesias, Gago Cabezas, & Ferndandez Nuevo, 2006).

Si bien la permeabilidad selectiva del envase permite mantener concentraciones de
gases parecidas a las de partida durante el estocaje, mas sofisticadas resultan las soluciones
gue ofrece el denominado envasado activo. En sintesis, esta evolucion del envase incorpora
distintas sustancias que se activan por reaccion con subproductos generados por el propio
alimento, con el fin de equilibrar la atmdsfera del envase. La funcidon de estas sustancias
puede ser muy variable: absorber o generar O, o CO;, absorber C;Ha (etileno), o regular el
grado de humedad, entre otras (Zhou, Xu, & Liu, 2010); (Rostami, y otros, 2016). Mayor
tecnificacion aun presenta el envasado inteligente, capaz de monitorear distintas variables
del proceso de conservacion del alimento y ofrecer ciertas informaciones: proliferacién
bacteriana, presencia de gases indeseables, rango térmico o rotura de la cadena de frio

(Garcia Iglesias, Gago Cabezas, & Fernandez Nuevo, 2006).

1.1.7. RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

Mediante esta técnica el producto queda envuelto en una pelicula biopolimérica que
mejora su apariencia, preserva su integridad e incrementa tanto su resistencia mecanica
como su seguridad microbiolégica, prolongando su vida util (Murmu & Mishra, 2017). Tales
recubrimientos son biodegradables y aptos para uso alimentario. Aunque sus
formulaciones pueden ser muy variables en funcién del alimento al que se apliquen,
suponen una matriz macromolecular multicomponente de gran poder cohesivo. Emplean,

generalmente, una base de proteinas, lipidos o polisacaridos que se combinan con una
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serie de sustancias de accion especifica (agentes antioxidantes, tensoactivos,
emulsionantes, antimicrobianos o plastificantes, entre otros)

. Se aplican a una
gran variedad de alimentos: vegetales frescos, pescados y mariscos, carnes, frutos secos,
panaderia y reposteria o productos lacteos.

Las peliculas elaboradas a partir de proteinas animales y vegetales (colageno,
caseina, gelatina, gluten, proteina de soja, albumina de huevo..) presentan gran
permeabilidad al vapor de agua, tanto por la naturaleza hidréfila de proteina como por la
incorporacion de agentes que confieran flexibilidad a la envoltura (como glicerol o sorbitol).
En general, poseen buenas propiedades de barrera frente al oxigeno. Sin embargo, su
aplicacion en carnes y pescados crudos puede originar alguna interaccién con las enzimas
proteoliticas de éstos . Las envolturas lipidicas se
elaboran a base de ceras, aceites vegetales, sebos y mantecas, a los que se incorporan
celulosas modificadas con el fin de fortalecer su estructura; ofrecen una baja permeabilidad
al vapor de agua, lo que minimiza pérdidas de peso por deshidratacidn. En cuanto a las
peliculas de polisacdridos, principalmente, éstas se obtienen de estructuras glucidicas
como pectinas, carragenanos, celulosas, quitosano o derivados del almidén; resultan muy
apropiadas para alimentos con actividad metabdlica (como vegetales frescos), puesto que
permiten la difusion de gases; al igual que las proteicas, resultan permeables al vapor de
agua. Incorporan, asimismo, agentes que refuerzan su resistencia mecdnica, y sustancias

diversas que pueden variar desde antimicrobianos o antioxidantes hasta saborizantes

La aplicacion de estas envolturas puede efectuarse mediante distintos métodos. La

eleccion se realiza en funcion de las propiedades de la pelicula que se emplea y de la
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morfologia del alimento a recubrir. La inmersidn es el método de mayor simplicidad y de
menor coste, que proporciona ademds una buena cobertura de superficies irregulares; sin
embargo, presenta inconvenientes como la dilucién progresiva de la soluciéon de remojo, o
la aparicidn gradual de particulas residuales y microorganismos en dicha solucién durante
el proceso. El bafio o glaseado es un método que se emplea con envolturas de viscosidad
apropiada y productos de base estable. Otro método muy extendido es la pulverizacién,
gue permite una gran uniformidad de la pelicula, asi como el control de su espesor, sin
riesgo de contaminacidn cruzada. Método éste que ha evolucionado hacia la denominada
pulverizacion electrostdtica, de mayor eficiencia: esencialmente, se trata de aplicar una
carga negativa a las microgotas (que provoca mayor atomizacién) y cargar positivamente
el alimento, consiguiéndose una acentuacién del efecto envolvente (Zhong, Cavender, &

Zhao, 2014).

1.1.8. CAMPOS MAGNETICOS OSCILANTES

La tecnologia de campos magnéticos oscilantes (OMF, como acrénimo anglosajén de
Oscillating Magnetic Fields) supone una potencial alternativa a los métodos térmicos para
la inactivacion microbiana y la desnaturalizacidon de enzimas en alimentos, tanto frescos
como cocinados (Khouryieh, 2021). Sin embargo, la determinacién de los distintos factores
gue intervienen en esta inhibicién y la medida en que cada uno lo hace, aun no han sido
suficientemente estudiadas.

Esencialmente, esta técnica somete al alimento a un campo magnético variable (de
una frecuencia entre 50 y 500 hercios), aplicado mediante secuencias pulsadas (de 1 a 100
pulsos) de una corta duracion (entre 25 y 100 milisegundos), y en un considerable rango de

intensidades (de 5 a 50 teslas) (Fernandez-Molina, Barbosa-Canovas, & Swanson, 2001). Se
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pueden obtener campos de hasta 3 T de intensidad con una bobina de cobre y un nucleo
de hierro (electroiman resistivo); para intensidades de hasta 20 T, en cambio, se emplean
bobinas superconductoras (filamentos de niobio-titanio o niobio-estafio en una matriz de
cobre), que tienen un consumo energético mucho menor y un tamafio mas reducido, si
bien, deben refrigerarse en bafios de nitrogeno o helio liquidos; para campos aun mas
intensos, decaen las propiedades superconductivas de estos solenoides, siendo necesaria

la combinacién de ambos tipos de bobinas y su refrigeracion por agua

Las células estdn constituidas por un gran nimero de sustancias (soluciones idnicas,
acidos nucleicos, macromoléculas proteicas, fosfoglicéridos, agua...) que se muestran, en
mayor o menor grado, susceptibles a los campos magnéticos; la reiterada reorientacion de
estos componentes magnetoactivos podria ocasionar tensiones anisétropas capaces de
romper enlaces de ADN, cambiar la deriva idnica a través de la membrana citoplasmatica,

danar proteinas esenciales para la supervivencia celular, o provocar otros perjuicios criticos

La aplicacién del campo magnético sobre el alimento no produce un incremento
significativo de la temperatura de éste; como tampoco implica un deterioro apreciable en
su calidad nutricional . Alcanzandose unas
tasas de inactivacién microbiana de cierta consideracién sin menoscabo de las propiedades
sensoriales del producto

Sin embargo, se constata que el alcance de los efectos germicidas de esta tecnologia
varia significativamente dependiendo de las condiciones especificas en que se aplique.
Factores como la intensidad del campo magnético, el nimero de pulsos, su frecuencia y

duracion, las caracteristicas del producto (grosor, resistividad eléctrica, temperatura...), los
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tipos microbianos presentes en el alimento o la fase de crecimiento en que éstos se hallan,
podrian influir decisivamente en la tasa de inactivacién que se consigue. Relaciones causa-
efecto que aln no se conocen adecuadamente (Grigelmo-Miguel, Soliva-Fortuny, Barbosa-

Cénovas, & Martin-Belloso, 2011).

1.1.9. PLASMA FRIO ATMOSFERICO

El plasma es el estado de agregacidn de la materia mas energizado; se puede obtener,
por tanto, suministrando energia a un volumen de gas que, previamente, resultaba en su
conjunto eléctricamente neutro. En consecuencia, el grado de ionizacidon que se alcance
dependerd, entre otros factores, del tipo de gas (o mezcla de gases) de que se trate, de la
cantidad de energia que se le aporte, y de las condiciones de presidn en que esto ocurra
(Bardos & Barankova, 2010). En general, un plasma estard compuesto por moléculas y
atomos en estado neutro, y por especies derivadas del proceso energizante, como radicales
y otros subproductos metaestables, iones, electrones y fotones (Xu, Garner, Tao, & Keener,
2017). Un plasma, en definitiva, es un escenario de excitacidn energética: cuando la energia
decae se acaba produciendo una recombinacién de las cargas y, al cabo, vuelve a ser un
gas ordinario.

Se constata que las particulas mas ligeras y méviles (electrones) captan y transportan
la energia transferida al plasma con mucha mas eficiencia que las especies mds pesadas
(iones y moléculas neutras). Por otra parte, la presidn a la que se halle sometido el plasma
condicionara la frecuencia de colisién entre sus particulas: a mayor presién, mayor nimero
colisiones; lo que se traducira en una mayor homogeneidad en la distribucion de la energia
y, por tanto, en un equilibrio térmico local (Bardos & Barankova, 2010). Este concepto sirve

de base para una clasificacion de los plasmas: aquellos que se hallan en equilibrio térmico
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local (plasmas calientes), y los que no alcanzan dicho equilibrio (plasmas frios)

. Hasta hace unas décadas, la tecnologia sélo permitia generar plasmas frios a
presiones de vacio; lo cual aparejaba un coste y una complejidad instrumental que no hacia
posible su aplicacidn en la industria alimentaria. Actualmente, existen equipos sencillos y
gue no requieren una gran inversion, que alcanzan altas tasas de inactivacion microbiana
con tratamientos de corta duracién, y que trabajan con plasmas frios generados a presién

atmosférica (Atmospheric Cold Plasma; ACP en su acrénimo anglosajon)

La energizacidn del gas se realiza mediante un campo electromagnético. Dicho campo
ha de poseer intensidad y frecuencia suficientemente altas: intensidad que proporcione la
energia necesaria para generar un plasma (una densidad tipica de especies ionizadas en un
ACP esta entre 10'1-10%® iones/cm3; si se considera que dicho volumen alberga en torno a
10'° moléculas y atomos, el porcentaje ionizado no superaria un 0.1 %); y una frecuencia
de oscilacion del campo que no puedan seguir las particulas de mayor peso (lo que aumenta
la temperatura de los electrones, pero apenas afecta a la temperatura idnica)

. Este estado de no equilibrio térmico se traduce en una temperatura del
plasma de en torno a 25°C. Existen numerosos disefios de fuentes de plasma atmosférico
(matrices de plasma, sistemas de cdtodo hueco, descarga de microondas, chorro de
plasma...), pero el mas empleado es el sistema de descarga de barrera dieléctrica (DBD);
gue, esencialmente, supone la aplicaciéon de una gran diferencia de potencial entre dos
electrodos cubiertos (al menos uno de ellos) con una barrera aislante para evitar la ruptura
dieléctrica del plasma. Las diferencias de potencial que se aplican para generar este tipo de
plasmas pueden ir desde unos pocos miles de voltios hasta mas de cien mil; mientras que

las frecuencias de los campos pueden alcanzar érdenes de 10* Hz
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PLASMA FRIO DE DESCARGA DE BARRERA DIELECTRICA (DBD)
FUENTE

DIELECTRICO

PLASMA

ELECTRODO

ILUSTRACION 3. Esquema de un generador de plasma frio DBD

Adaptacion de: (Bardos & Barankova, 2010) y (Ojha, y otros, 2021)

Los gases generadores de plasma pueden ser muy diversos, desde aire hasta gases
nobles. En cualquier caso, su poderosa actividad germicida parece residir tanto en la accion
de radicales, especies metaestables y otros subproductos de la intensa reactividad de los
plasmas, como en la energia radiada en la desexcitacidon atémica (con abundante emision
en el ultravioleta). En el caso del plasma generado con aire se origina una larga serie de
reacciones en cadena que dan lugar a distintas especies reactivas de nitrégeno y oxigeno:
oxido nitroso (NO), iones nitrito (NO2) e iones nitrato (NOs’) (Ojha, y otros, 2021), ozono
(03), oxigeno atémico (O) y radicales hidroxilo (OH); y, en presencia de agua, perdxido de
hidrégeno (H20;), aniones superdéxido (0y7), y radicales hidroperoxilo (OOH). Especies que
muestran, tanto individual como sinérgicamente, un gran potencial reactivo con la mayor
parte de los componentes celulares (modificacion quimica de ADN, oxidacion de acidos
grasos y aminodcidos, rotura de uniones peptidicas...) (Surowsky, Schltter, & Knorr, 2015).
Hecho que, combinado con la gran actividad antimicrobiana de la luz ultravioleta de onda
corta (véase epigrafe 1.1.2), confiere a esta tecnologia una extraordinaria capacidad de

higienizacion.
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Cierto es que buena parte de las especies quimicas generadas durante la energizacion
del plasma poseen una vida media bastante corta; algunas otras, sin embargo, presentan
mayor perdurabilidad. Esta circunstancia posibilita que no sélo resulte eficaz la aplicacion
directa del plasma sobre el alimento, sino que liquidos o gases (agua o aire, por lo comun)
tratados previamente con plasma retengan, a su vez, cierta capacidad germicida. Por lo que
se constata que el tratamiento indirecto de alimentos mediante agua activada por plasma
aun proporciona una importante inactivacidén bacteriana; ya que las especies mas efimeras
(OH, Oz, NO...) dan lugar a otras con mayor vida media (NO2, NOs’, H;0...), entre los que
se generan isémeros inestables de éstos (como es el caso del peroxinitrito: ONOO’) muy
reactivos con las biomoléculas celulares . El sistema de descarga de
barrera dieléctrica permite, asimismo, una importante reduccién microbiana en alimentos
envasados, con unos tiempos de tratamiento realmente cortos (del orden de segundos o
minutos)

Primordialmente, su eficacia higienizante aumenta con el tiempo de tratamiento y
con la intensidad del campo que genera el plasma (entre otros factores que en diferente
medida puedan influir en tal propiedad). Con una éptima parametrizacién, puede inactivar
desde mohos y levaduras hasta formas de resistencia bacteriana. Dada su naturaleza no
térmica, pueden obtenerse alimentos muy seguros con un deterioro sensorial y nutricional
de escasa relevancia . Sin embargo, esta calidad se halla condicionada
sustancialmente por la fuente de plasma empleada, o lo que es lo mismo, por la tipologia

de las especies quimicas generadas y por su reactividad sobre |la matriz alimentaria

Definitivamente, la tecnologia de plasma frio atmosférico representa una apuesta de

futuro: su procesado auna sencillez, eficacia, rapidez y bajo coste. Su mayor inconveniente
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acaso sea la complejidad de su quimica: donde intervienen un gran nimero de variables
(energia del plasma, combinacidn de gases que lo generan, método y tiempo de aplicacidn,
composicion del alimento...), que condicionan en distinto grado el enorme numero de
especies que participan en el proceso, su reactividad, productos, reacciones secundarias...
Una quimica extraordinariamente extensa y diversa que se desarrolla en cortos intervalos
de tiempo; que requerird, al cabo, una adecuada comprensién antes de que las autoridades
en materia de seguridad alimentaria regulen y validen sus procesos mediante normativa

especifica (Ojha, y otros, 2021).
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1.2. TRATAMIENTOS TERMICOS

En la precedente compilacidn de técnicas se ha omitido deliberadamente cualquier
método de preservacién del alimento que implique calor (tratamientos térmicos) o presion
no atmosférica (procedimientos vacuométricos e hiperbaricos). El motivo de esta omision,
segln se indicd, no es otro que tratar tales modalidades separadamente; puesto que, a fin
de cuentas, son el fundamento de este trabajo.

Sin embargo, como se verd a continuacidn, el repertorio de técnicas de barrera con
caracter térmico de que dispone la industria alimentaria no se circunscribe estrictamente
a los tratamientos caldéricos que se emplean en la cocina tradicional. Se presentan, acto
seguido, algunos de estos procesos de aplicacion exclusivamente industrial; antes de hacer
revisidon sumaria de los métodos culinarios convencionales, y concluir esta seccidén con una

presentacion algo mas detallada de la técnica de coccidn sous vide.

1.2.1. RADIOFRECUENCIAS

El calentamiento por radiofrecuencias (RF), también conocido como calentamiento
dieléctrico capacitativo, hace uso de la radiacidn con mayor longitud de onda del espectro
electromagnético; esto es, la menos energética (en el extremo opuesto del espectro se
sitian las radiaciones ionizantes, que se abordaron en la seccion 1.2). El rango de las
radiofrecuencias se extiende de 1 a 300 MHz; si bien, para no interferir con sistemas de
telecomunicacion, Unicamente estd permitido el empleo de frecuencias muy especificas,
hallandose entre 10 y 50 MHz aquellas que se destinan a uso industrial (Tang, Chan, &

Wang, 2004).
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El calentamiento por radiofrecuencia, al igual que el producido por radiacién de
microondas (MW), difiere de los métodos convencionales en su mecanismo de
transferencia caldrica. Dada la baja energia de la radiacidn RF, el calor no se transmite al
alimento debido a un considerable gradiente de temperatura o por fenédmenos de
naturaleza convectiva o conductiva: el calentamiento se produce por la alternancia del
campo electromagnético asociado a la onda RF (si su frecuencia es 30 MHz, el campo
cambiara su polaridad 30 millones de veces cada segundo). Oscilacidn electrostatica ésta
gue provoca una incesantemente migracién de los iones en disolucion presentes en el
alimento (efecto denominado despolarizacion idnica), asi como la continua rotacién de sus
moléculas polares (también conocido como rotacion de dipolos). Agitacidon de particulas

que, en definitiva, se traduce en intensas fricciones y en un incremento de la temperatura

Esencialmente, la configuracién de un dispositivo de calentamiento RF consta de un
generador de frecuencia adecuada conectado a dos placas paralelas, entre las cuales se
dispone el alimento (dichas placas realizan la funcién de las armaduras de un condensador,
mientras que el alimento representa el dieléctrico). La diferencia de potencial generada
entre las placas conlleva la aparicidon de un campo eléctrico, responsable del calentamiento
del producto por el mecanismo que se describe en el parrafo anterior. Las propiedades
dieléctricas del alimento, por tanto, condicionaran la intensidad del campo que se puede

aplicar sin ruptura dieléctrica del sistema capacitor

Al igual que ocurre con otras electrotecnologias (como es el caso de la radiacion MW),
su accidn calefactora se origina en el interior del alimento, provocando un calentamiento

volumétrico. Por otra parte, dado que en el interior del alimento la atenuacién que sufre la
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radiacidn es inversamente proporcional a su longitud de onda, la técnica RF resulta muy
penetrante: lo que hace que el calor se distribuya uniforme y eficientemente, incluso en
materias primas de gran tamafio. Su moderado consumo energético permite, asimismo,
una importante reduccion de los costes de produccién (Piyasena, Dussault, Koutchma,
Ramaswamy, & Awuah, 2003).

No obstante, la implantacion de esta técnica se halla poco extendida. La informacion
disponible acerca de las propiedades dieléctricas de los alimentos en el rango de las
radiofrecuencias es aun bastante limitada; por tanto, no se ha estudiado adecuadamente
su eficacia en la inactivacion de microorganismos, sus efectos en términos de vida util del
producto, o el impacto que supone sobre la calidad organoléptica de éste (Marra, Zhang,

& Lyng, 2009).

1.2.2. CALENTAMIENTO OHMICO

El calentamiento 6hmico (OH en su acrénimo anglosajén Ohmic Heating), técnica que
también se conoce como calentamiento electroconductivo, resulta aplicable a productos
con cierto contenido en agua y electrolitos. Requisito éste imprescindible para hacer pasar
a través del alimento una corriente eléctrica alterna, la cual incrementara su temperatura
(Imai, Uemura, Ishida, Yoshizaki, & Noguchi, 1995).

El fundamento de la técnica OH es la disipacidon de energia eléctrica en calor; y ésta
resulta proporcional a la conductividad eléctrica del alimento y al cuadrado de la intensidad
del campo (siendo la conductividad una funcién de la temperatura, de la sustancia que se
calienta y del método empleado). De donde se deduce que, a una intensidad de campo
dada, ya que la conductividad aumenta con la temperatura, el calentamiento dhmico

multiplica su eficacia (en un factor igual al cuadrado de la intensidad de campo) segun se
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eleva la temperatura. En aquellos medios con una aceptable homogeneidad conductiva el
calentamiento se alcanza uniformemente; resultando las velocidades de cesion energética
(rapidez con que se produce dicho calentamiento) extremadamente altas .Lo
gue se traduce en menor tiempo de procesamiento y en un mayor rendimiento productivo.
Caracteristicas que posibilitan su implementacidn en diversas aplicaciones de la industria
alimentaria. Se emplea eficazmente en la pasteurizacion de alimentos bombeables (leche,
ovoproductos, zumos de fruta...), o en la higienizacidn de productos con alta viscosidad; sin
deterioro apreciable de los atributos organolépticos y las propiedades nutricionales de los
alimentos tratados. Sin embargo, en aquellos productos que presentan una conductividad

heterogénea el calentamiento OH presenta una distribucién irregular

Principalmente, los mecanismos de inactivacion microbiana del calentamiento OH
son de naturaleza térmica, por tanto, su tasa de inactivacidn es comparable a la producida
por tratamientos térmicos convencionales de una intensidad semejante. Sin embargo, se
observa una ligera reduccion de los tiempos de inactivacién (tiempo necesario para reducir
una unidad logaritmica una determinada poblacién microbiana) en los tratamientos OH
frente a los convencionales. Resultado que se atribuye a la presencia de un campo eléctrico
de muy baja frecuencia (segln paises, la corriente alterna es de 50 0 60 Hz), lo que favorece
una acumulacién de carga superficial en la pared celular, originandose una diferencia de
potencial que incrementa la permeabilidad de la membrana citoplasmatica (efecto de leve
electroporacién)

. Asimismo, un aumento de la intensidad de la corriente eléctrica (esto es, una mayor

diferencia de potencial) mejora la eficacia inhibidora del calentamiento dhmico
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Esencialmente, el dispositivo calefactor OH cuenta con una cdmara de calentamiento,
dotada de dos o mas electrodos, distribuidos en conveniencia a la morfologia del alimento
a tratar, de modo que se facilite la transmisidn de la corriente eléctrica. Tales electrodos se
hallan conectados a un generador de corriente alterna (50-60 Hz). Se distingue entre
sistemas de flujo continuo y sistemas estaticos, segln el acceso del producto a la cdmara
de calentamiento se produzca de forma continua o discreta; generalmente, destinados a

alimentos liquidos los sistemas continuos, y a solidos los estaticos (Sakr & Liu, 2014).

1.2.3. RADIACION DE MICROONDAS

Bajo esta denominacidn se incluyen todas aquellas radiaciones con una frecuencia
comprendida entre 300 MHz y 300 GHz (Ahmed & Ramaswamy, 2007). Sin embargo, pese
a la amplitud de dicho rango, la industria alimentaria emplea Unicamente dos frecuencias
en sus tratamientos con microondas (MW): 915 + 13 MHz y a 2450 + 50 MHz (tan sélo con
esta Ultima, 2.45 GHz, se comercializan aparatos domésticos). A nivel industrial, por contra,
la radiacién de menor frecuencia (915 MHz) es la que se utiliza mayoritariamente. Ello se
debe a su mayor profundidad de penetracién (es decir, sufre una menor atenuacién en el
interior del alimento); lo que supone un calentamiento mas uniforme y eficiente (Coronel,
Simunovic, Sandeep, & Kumar, 2008).

El mecanismo del calentamiento MW es de idéntica naturaleza al producido por las
radiofrecuencias (epigrafe 1.2.1, donde ya se establecié cierto paralelismo con la radiacién
de microondas). En este caso, el campo electromagnético posee mayor frecuencia que en
RF, lo que intensifica los efectos de rotacidn de dipolos y despolarizacion iénica (descritos
en el citado epigrafe). Si bien ambos efectos provocan fricciones y generan energia caldrica

(Hossan, Byun, & Dutta, 2010), la importancia de su contribucion variard segun sea la
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frecuencia del campo: mientras que a frecuencias inferiores a 1GHz (caso RF) el efecto
predominante era el de despolarizacién idnica, con frecuencias superiores a 1 GHz el efecto
mas contributivo al calentamiento es la rotacion de dipolos

. Asimismo, como ya se apuntara, la atenuacidn que experimenta la
radiacion en el medio resulta inversamente proporcional a su longitud de onda; por tanto,
los tratamientos MW resultardn, en general, menos penetrantes que los RF. Dejando a un
lado la comparativa, son diversos los factores que van a determinar la distribucién del calor
en la aplicacion de microondas a un alimento; entre éstos, sus propiedades dieléctricas
juegan un papel fundamental: una matriz con alta pérdida dieléctrica (como puede ser el
caso de alimentos con un considerable porcentaje de humedad) resultard buen absorbente
de la radiacion MW, facilitando un calentamiento mas eficiente. No obstante, junto a su
composicion, influirdn en distinta medida otros parametros como volumen, morfologia, y

densidad del producto, o incluso la disposiciéon de éste en el interior del horno

Sin duda alguna, la aplicacion doméstica de los tratamientos MW (2.45 MHz) ha
popularizado enormemente esta técnica en las ultimas décadas: hoy dia, un dispositivo de
calentamiento por microondas es tan habitual como un frigorifico en la cocina de cualquier
hogar. Esencialmente, su sistema calefactor consta de un generador de campo (magnetrén
o klistrén) y una cabina, que resulta hermética para la radiacién MW, donde ésta se refleja
aleatoriamente hasta incidir sobre un medio absorbente (el alimento). A nivel industrial,
sobre todo en el caso de fluidos, se emplean sistemas continuos. El éxito de esta tecnologia
ha radicado en su capacidad para proporcionar una alta tasa de calentamiento con una
reduccion significativa de tiempo. A lo que se podria afiadir una operativa bastante simple,

la seguridad de su manejo, un bajo mantenimiento, facil limpieza y un coste asequible;
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presentando, en general, una aceptable retencién de los parametros cualitativos de los
alimentos, tanto sensoriales como nutricionales (Salazar-Gonzalez, San Martin-Gonzélez,
Lépez-Malo, & Sosa-Morales, 2012).

Inequivocamente, como cualquier tratamiento térmico, la radiacién MW se muestra
eficaz en la inactivacion de microorganismos y la desactivacidon enzimatica. Sin embargo,
como ocurre con otras electrotecnologias (caso analogo se plantea en el epigrafe anterior),
en la tasa de inactivacion podria haber una contribucion no térmica, debida a la presencia
del campo electromagnético y sus efectos sobre la permeabilidad de la pared de las células
microbianas (Kozempel, Cook, Scullen, & Annous, 2000). Mas alld del mecanismo que lo
justifique, comparativamente, los tratamientos MW alcanzan mejores tasas de inactivacién
que los tratamientos térmicos convencionales, a una misma temperatura (Chandrasekaran,

Ramanathan, & Basak, 2013).

1.2.4. RADIACION INFRARROJA

Segun se ha visto, desde las radiaciones ionizantes (rayos Iy X, o ultravioleta lejano)
hasta las menos energéticas del espectro (microondas o radiofrecuencias), todas tienen
algun tipo de aplicacidn en la industria alimentaria. El infrarrojo (IR) no es una excepcion:
de hecho, esta energia fue la primera que empled el ser humano con fines alimentarios;
muy probablemente, alld por la noche de los tiempos. Y asi debié de ser por el hecho
incontrovertible de que cualquier tipo de materia emite energia de forma proporcional a
su temperatura (ley de Stefan-Boltzmann), por la propia cinética de las particulas que la
componen. Radiacidén térmica de la materia que se produce en frecuencias del infrarrojo,
en gran medida (variando ligeramente su distribucion en funcién de la temperatura del

cuerpo emisor). Por tanto, se podria decir que una técnica ancestral, como la desecacién
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de alimentos, ya utilizaba una fuente de infrarrojos (la radiacion solar) para la inactivacién
microbiana y el incremento de la vida atil del producto.

El rango de radiacion IR abarca longitudes de onda desde 1 mm hasta 0.78 um. Si

bien, su uso industrial (30 um = A > 2.5 um) excluye una buena parte del infrarrojo cercano.

E E
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INFRARROJO | MICROONDAS
3pm
INFRARROJO CERCANO INFRARROJO LEJANO é
0.78 pm 2.50 UM | |ONGITUDES DE ONDA DE USO INDUSTRIAL ——p 30 M 1mm

ILUSTRACION 4. Rango IR de uso industrial

Adaptado de: (Das & Das, 2014)

En este intervalo espectral, tanto el agua como diversas moléculas orgdnicas (lipidos,
proteinas e hidratos de carbono) presentan franjas de fuerte absorcién; todas ellas en las
proximidades del infrarrojo cercano (concentradas, principalmente, entre 3-10 um). Una
circunstancia que, sumada a escasa absorcidn IR del aire, confiere a este tipo de radiacién
un efecto calefactor sobre los alimentos de alta eficiencia (con tasa de calentamiento y
tiempo de respuesta muy superiores a los de sistemas de conduccién térmica o conveccion
de aire) (Das & Das, 2014).

La radiacién IR encuentra diversas aplicaciones en la industria alimentaria, desde la
deshidratacion o el tostado (las mas extendidas) hasta el horneado, la pasteurizacién o la
esterilizacién. Las cuales, dado el limitado poder de penetracién de esta técnica fuera de
las franjas de gran absorbancia, obtienen sus mejores resultados en sélidos con poco grosor

o liquidos (donde el calor se propaga convectivamente hacia el interior del producto). Por
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tanto, a nivel superficial y en grosores milimétricos muestra gran eficacia en la inactivacion
de bacterias (incluidas las esporas), levaduras y mohos. El efecto térmico del infrarrojo
desnaturaliza diverso material proteico, tanto de la pared como del interior (citoplasma,

ribosomas, nucleoide...), imposibilitando la viabilidad celular

La fuente de los generadores de IR, segln la longitud de onda en que emitan, puede
alcanzar temperaturas de hasta 2200 °C (en caso de IR de onda corta). Dicha fuente suele

hallarse alojada en un reflector, que intensifica su accién radiativa

1.2.5. ESTERILIZACION

En sentido estricto, la esterilizacion implica una completa inactivacién microbiana (en
cualquiera de sus formas) presentes en el alimento. Un tratamiento con tales garantias
requiere, necesariamente, un envasado hermético y alcanzar una temperatura de al menos
120 °C (en su punto mas frio); sélo asi se podria hablar de alimento totalmente aséptico,
médicamente esterilizado. Lo mas parecido que produce la industria alimentaria son las
conservas enlatadas; y se hallan lejos de ese nivel de asepsia. Concretamente, el tipo de
procesamiento térmico que se aplica en el sector alimentario se denomina esterilizacion
comercial

Una perfecta esterilizacién térmica del alimento resulta inviable: la total destruccion
de su poblacién microbiana traeria consigo la desnaturalizacién nutricional del producto.
Por tanto, la finalidad de la esterilizacion comercial es la aplicacion de un tratamiento
térmico sobre el alimento, antes o después de su envasado en recipiente hermético, de tal
intensidad que queden inactivados la totalidad de los microorganismos patdgenos para el

ser humano que pudiera contener, asi como aquellos que pudieran proliferar en el
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alimento en condiciones de almacenamiento no refrigerado. Se establece que un alimento
alcanza su esterilizacién comercial mediante la aplicacién de un tratamiento térmico de
tiempo e intensidad determinados, si la doceava parte de ese tiempo (a igual intensidad
térmica) resulta suficiente para reducir en una unidad logaritmica su poblacién microbiana
inicial

En el diseno eficiente de un tratamiento de esterilizaciéon comercial, por tanto, se
deben considerar una serie de factores, como son: la composicidn de la matriz, su pH, los
posibles microorganismos presentes, o el tipo de envase. Prestando especial cuidado, ya
gue el envasado implica un vacio parcial (condiciones préximas a la anaerobiosis), a los
substratos de poca acidez (pH > 4.6), donde podria proliferar Clostridium botulinum (de
esporulaciéon termorresistente y una fatal toxicidad). Asi como considerar la cinética de
alteracion nutricional que puede sufrir el alimento

Actualmente, pese a la gran variedad de técnicas que ha incorporado la industria en
las ultimas décadas, la esterilizacidn comercial continta siendo la técnica de preservacion
alimentaria con mayor volumen de aplicacién

. Como se ha resefiado, se distinguen dos tipos procesos, segun el orden en que se
aplique el tratamiento térmico al producto: enlatado tradicional (esterilizaciéon después del
el envasado) y procesamiento aséptico (envasado tras la esterilizacion). Este segundo caso,
generalmente aplicado a liquidos, requiere una rigurosa asepsia durante el proceso de
envasado y sellado; lo que, a cambio de una mejora de la calidad organoléptica y nutricional
por reduccion del impacto térmico, supone un incremento de costes

En ambos tipos de procesos, los mecanismos de transferencia caldrica variaran en

funcién del estado de agregacién del alimento: en liquidos resultaran predominantemente

convectivos, mientras que en sélidos seran de naturaleza conductiva; produciéndose una
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participacién de los dos (conveccidn y conduccidn), ya sea alternada o sincrénicamente, en
alimentos con densidad heterogénea, o que presentan mas de una fase (Erdogdu, Uyar, &

Palazoglu, 2010).

1.2.6. PASTEURIZACION

Las incuestionables ventajas que reporta la esterilizacidn (gran garantia higiénica, una
prolongada vida util y condiciones de estocaje poco exigentes) también conllevan, sin
embargo, algun inconveniente: la estabilizacion que gana el producto al aplicarle un
tratamiento térmico (inactivacion enzimdatica y microbiana) corre paralela al deterioro de
sus caracteristicas (tanto nutricionales como organolépticas). Por asi decirlo, cuanto mas
aséptico, mas insustancial. En este punto, la pasteurizacién representa una solucién de
equilibrio: supone un procesamiento térmico de menor intensidad, mds respetuoso con las
propiedades del alimento, y que incrementa relativamente su vida util (Osorio, Villareal,
Mejia, & Cerén, 2013).

Una acertada reduccidn de tiempo-temperatura en el tratamiento térmico permitira
minimizar la alteracion de la calidad del alimento (desnaturalizacién de proteinas, pérdida
de compuestos volatiles, oxidacion de lipidos, destruccién de vitaminas termolabiles,
transformacion de pigmentos...), a la vez que se consigue una higienizacion aceptable (Lan,
y otros, 2010). En la eleccién del tratamiento de pasteurizacién que mejor se adecue a cada
alimento se deben considerar desde su composicion hasta los atributos sensoriales que ha
de conservar el producto final; valoracion que, asimismo, debe tener en cuenta cémo se
produce la transferencia de calor (a través del substrato alimentario y del material de
envasado), de modo que el calentamiento sea rapido y uniforme, y el proceso maximice su

eficacia (Moraga, Torres, Guarda, & Galotto, 2013).
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En consecuencia, la pasteurizacién no tiene capacidad para eliminar la totalidad de
los microorganismos vegetativos (ni mucho menos sus posibles esporas). Por tanto, los
productos pasteurizados requieran la profilaxis preventiva de una correcta manipulacion
previa; asi como un posterior almacenamiento refrigerado, que ralentice el desarrollo de
los microorganismos viables presentes en el alimento, los cuales causarian el deterioro del
producto (en el mejor de los casos). Dado el amplio rango de intensidades que abarcan los
tratamientos de pasteurizacidn, la vida Util que pueden proporcionar resulta muy variable:
desde varios dias hasta algunas semanas

En rigor, la aplicacién de esta técnica abarcaria desde una pasteurizacién extrema,
con temperaturas cercanas a las que emplea la esterilizacién comercial, hasta una suave
pasteurizacion, cuya cota térmica inferior variaria segln tipo de producto (por inactivacion
de mesdfilos especificos, desnaturalizacion de proteinas o desactivacion enzimatica), con
temperaturas del orden de 60-65 °C. Habitualmente, por tanto, se han distinguido distintos
métodos de esta técnica; a saber:

* La denominada ultrapasteurizacion o método UHT (de su acrénimo anglosajon Ultra
High Temperature). Procedimiento extremadamente severo que aplica temperaturas muy
altas (135-140 °C) durante unos segundos (2-10"). Tras su envasado aséptico, el producto
no precisa refrigeracién y ofrece una prolongada vida util. Propiamente, no se trata de una
pasteurizacion, sino de una esterilizacion comercial.

» La pasteurizacion HTST (High Temperature Short Time); que, como indican sus siglas,
combina temperaturas moderadamente altas (71-75 °C) con cortos intervalos de tiempo
(15 segundos).

» La pasteurizacion LTLT (Low Temperature Long Time). Sistema que alarga el tiempo

de aplicacién del tratamiento (30 minutos) y reduce la temperatura (63-66 °C). Tanto este
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método como el anterior suministran productos que, como se ha indicado, requieren un
almacenamiento refrigerado

Ciertamente, la pasteurizacion industrial ha ido evolucionando hacia tratamientos de
menor agresividad térmica, buscando (desde el lado de la seguridad) una alteracion minima
de las caracteristicas del producto. Una tendencia que, como se comprobara en préximos
epigrafes, se ha acentuado con la incorporacion de esta técnica a la restauracién comercial;
donde los tiempos de los tratamientos pueden prolongarse varios dias y las temperaturas,

en determinados casos, volverse peligrosamente benignas (del orden de 45-50 °C).

1.2.7. TECNICAS CLASICAS DE COCINADO

En esencia, cocinar es transmitir calor a los alimentos. Esta transferencia energética
se lleva a cabo a través de tres mecanismos: conduccién, conveccidn y radiacién; que,
generalmente, actian combinados. Tales mecanismos, sintéticamente, podrian describirse
como

* La conduccidn se asocia a los estados de agregacion con mayor densidad (sélidos y
liquidos, principalmente); obedece a interacciones moleculares, por medio de las cuales,
una particula con un elevado nivel de energia cederd parte de ésta a otras particulas
circundantes menos energéticas (gradiente térmico). Se producird, por tanto, en el interior
de una sustancia, o entre dos medios que se hallen en contacto fisico.

* La conveccion suma al fendmeno microscépico de la conduccién (transferencia de
energia entre particulas adyacentes) un desplazamiento local de la materia (macroscopico);
esto es, una region localmente mas energética (con mayor temperatura) experimenta un
movimiento ascendente por diferencia de densidad relativa con su entorno. Requiere, por

tanto, que se trate de un fluido (liquido o gas).
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* La radiacion, por el contrario, es un fendémeno universal y omnipresente (como se

indico en el epigrafe 1.2.4. Radiacion infrarroja): toda la materia emite radiacion térmica

de forma continua, y no necesita ningin medio material para su propagacion (de hecho, es

en el vacio donde se propaga mas eficientemente). Esta energia calérica es proporcional a

la temperatura del cuerpo emisor y, mayoritariamente, posee una longitud de onda del
infrarrojo.

Una clasificacidn de las técnicas culinarias tradicionales atendiendo a la naturaleza

del sustrato a través del cual se transmite el calor al alimento (Caracuel Garcia, 2008) ofrece

el resultado que se muestra el siguiente diagrama:

I}

MEDIOS ACUOSOS
——>  MEDIOSGRASOS  — FRITUR:

MEDIOS MIXTOS =

SUSTRATOS
LiQUIDOS

TECNICAS CULINARIAS
CLASIFICACION SEGUN
TIPO DE SUSTRATO
TRANSMISOR DEL CALOR

DIRECTOS JL e
SUSTRATOS NO / :
LiQuIDOS \ IORNEAD
ARRIL

INDIRECTOS

ILUSTRACION 5. Clasificacion de las técnicas culinarias cldsicas

Elaboracidn propia a partir de la tipificacion de: (Caracuel Garcia, 2008)

Donde se aprecia que buen niumero de técnicas cldsicas emplean un sustrato liquido,
ya sea graso o acuoso. Esto se debe, por una parte, a que el mecanismo de transmision de
calor predominante en los liquidos es la conveccidn (de mayor eficiencia que los fenédmenos
conductivos o radiativos) y, por otro lado, a que fluidos como el agua o el aceite (la primera,

especialmente) presentan un calor especifico muy superior al del aire. Si a ello se suma la
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posibilidad de dilucion de solutos sélidos y una rdpida difusién de sustancias, sin duda, los
liquidos suponen un sustrato inmejorable para cocinar (especialmente, cuando los medios
técnicos resultan limitados).

La clasificacion anterior distingue, en el caso de sustratos no liquidos, entre medios
directos (aquellos en que el principal mecanismo de transmision calérica es la conduccion),
y medios indirectos (donde el calor, esencialmente, se transfiere por radiacion).

Tras estas aclaraciones se procede a una enumeracioén descriptiva de las técnicas mas
habituales de la cocina cldsica (ya que alguna de ellas se empleara en la preparacion de las
muestras de este estudio):

*» Escaldado y blanqueado: Tratamiento que supone la inmersion del alimento en agua
hirviendo (al natural o ligeramente sazonada) durante un espacio de tiempo muy corto,
con distintos propdsitos: cocinado parcial, eliminacién de sabores o aromas no deseables,
o facilidad de pelado, entre otros

» Hervido: Coccidon completa del alimento que se realiza por inmersién en un liquido
acuoso en ebullicién vigorosa, sazonado o no, segln aplicacién

» Escalfado: Al igual que en el caso precedente, se trata de una coccién completa del
alimento que se realiza por inmersion en un liquido acuoso; sin embargo, éste debe hallarse
a una temperatura muy préxima a la de ebullicidn, sin romper a hervir. El liquido de coccién
puede sazonarse y, si se destina a alimentos proteicos de cierta fragilidad, acidularse con
vinagre o zumo de limén

En las tres técnicas citadas, el calor se transfiere por conveccion en el liquido acuoso,
y por conduccion desde la superficie del alimento hacia su interior.

* Coccion por vapor: Técnica que, genuinamente, implica el cocinado del alimento en

el interior de un recipiente tapado, dispuesto sobre una rejilla elevada que emerge de un
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liquido acuoso en ebullicién pausada, donde se genera una atmdsfera vaporosa que puede
estar convenientemente aromatizada . En este caso, es la
conveccioén del vapor de agua la que calienta la superficie del alimento, con la energia extra
del calor latente de condensacion

» Salteado: Procedimiento éste que, por lo general, se destina a alimentos de calibre
reducido, con el propdsito de dorar su superficie y cocinarlos total o parcialmente; lo que
requiere un poco de aceite y gran intensidad de fogén . En este
proceso la transferencia de energia se produce por conduccidn, desde la superficie apenas

engrasada de la sartén, que puede alcanzar temperaturas superiores a 220 °C

* Fritura: Supone la coccidn del alimento por inmersidn en aceite a gran temperatura
(180-200 °C); lo que produce una deshidratacién parcial de su superficie, y la consiguiente
formacidén de una capa crujiente. Al igual que ocurria en el caso de la inmersién en liquido
acuoso, es la conveccidn el mecanismo responsable de la transferencia caldrica hasta la

superficie del alimento, mientras que la coccidén de su interior se realiza por conduccién

* Confitado: Una formulacién de esta técnica (en pasteleria sus procedimientos son
muy distintos) implica la coccién del alimento por inmersidn en grasa (aceites vegetales,
aromatizados o no, mantecas o grasas animales) a temperatura suave (entre 50 °Cy 90 °C,

dependiendo del producto). Sus mecanismos de transferencia son idénticos al caso anterior

» Rehogado: Coccion del alimento que se realiza en recipiente tapado, a fuego suave
y con poca grasa, afiadiéndose en ocasiones algun liquido acuoso (en reducida proporcién),

o apareciendo éste por exudacién de jugos del propio alimento. Al tratarse de un proceso
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que se realiza con bajo nivel de evaporacién, no genera en el alimento (salvo en cocciones
muy prolongadas) reacciones de coloracién o dorado

Asimismo, es la conveccidn el principal fenédmeno de transporte energético.

» Sofrito: Este tipo de coccidn se destina normalmente a vegetales troceados; al igual
gue el rehogado, también se realiza a fuego suave y con poca grasa; pero a diferencia de
aquél, no se tapa para que el agua de vegetacion se evapore, y el producto adquiera cierto
grado de coloracion . Hasta que dicha evaporacién se hace
patente, el mecanismo convectivo es el predominante; mientras que en la fase final del
proceso (dorado del producto) la conduccién cobra relevancia.

» Estofado: Se trata de una coccidn que se realiza en recipiente tapado, a fuego suave,
y en un medio esencialmente acuoso donde el alimento apenas queda sumergido (es decir,
el liquido de coccidn no es demasiado abundante) . Generalmente
supone una coccidn prolongada que combina géneros de distinta naturaleza (vegetales,
carnes o pescados), que pueden ser sometidos a algln tratamiento previo (blanqueado
salteado, rehogado o sofrito)

* Breseado (también denominado braseado): Supone la coccién del alimento en un
recipiente hermético (con salida de vapor) denominado brasera, que recibe calor uniforme
por toda su superficie (originariamente, se cubria de rescoldos). Esta técnica se emplea con
géneros duros, que previamente se habran sometido a salteado, sofrito o rehogado con
vegetales y algun vino. La coccidn del alimento (suave y prolongada) debe producirse en

una atmdsfera vaporosa (en ningln caso el alimento debe quedar sumergido en un liquido)

Esta técnica, al igual que el estofado, supone la combinacidn de otras técnicas que se

han descrito anteriormente. Los mecanismos de transporte calérico en cada etapa seran
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los propios de cada una de las técnicas que se combinan. En el caso del breseado (sin duda,
la técnica de mayor complejidad), al recibir la brasera un calentamiento isétropo, habria
que considerar ademas la contribucién sumativa de la radiacién de sus paredes y tapa.

» Plancha: Coccidon que se realiza por contacto del alimento con una placa metalica
(de acero o hierro colado) a elevada temperatura (T= 300 °C)

. El mecanismo de transporte energético, en este caso, es puramente conductivo.

» Bafio maria: La coccidon del alimento se realiza en un recipiente que se encuentra
en contacto con un bafio de agua caliente; ésta, indirectamente, transfiere su temperatura
al alimento; actuando, en bafios sin termostato, como un limitador térmico (Tmax= 100 °C)

.Aligual que en el caso anterior, en esta técnica el calor se transfiere
por conduccion.

* Horneado: La elevada temperatura del seno del horno, donde se situa el alimento,
es responsable de su coccidn. En esta técnica el calor llega al alimento por la contribucién
de varios mecanismos; a saber: el aire caliente del horno le transfiere calor por conveccién;
a su vez, las paredes internas también participan en su calentamiento, en este caso, por
radiacidon; mientras que la base del alimento (que no ha recibido ni radiacién ni conveccidn,
por hallarse en contacto directo con la bandeja de horneado), obtendra por conduccion su
aporte caldrico

* Parrilla: La coccién del alimento se realiza en una rejilla metdlica situada sobre una
intensa fuente de calor (brasas, originariamente). Fuente ésta que (ya se trate de brasas,
resistencia eléctrica o piedra volcanica) proporciona una fuerte emisién infrarroja, principal
responsable del calentamiento del alimento

» Gratinado: Dorado superficial que se produce en el alimento al colocarlo bajo una

intensa fuente de radiaciéon infrarroja (como puede ser la resistencia eléctrica de un grill o
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una salamandra). Su finalidad, aparte de aportar color y sabor a la elaboracién, es obtener
una fina capa crujiente (que normalmente se consigue con queso o miga de pan). Como
ocurre en la parrilla, se trata de una transmisién de calor esencialmente radiativa; dada la
gran proximidad del alimento y la fuente de infrarrojos, y la escasa capacidad conductora
del aire

» Glaseado: Técnica que, como ocurria en el confitado, se puede referir a diferentes
procedimientos. La formulacién que aqui se considera se asemeja al gratinado en cierto
modo. Como aquélla, esta técnica es un acabado, una coccién secundaria; e, igualmente,
se procede situando el alimento bajo una fuente de infrarrojos. Sélo que a diferencia del
gratinado, aqui se persigue un abrillantado superficial, ligeramente dorado (para ello se
emplean napados a base de huevo y mantequilla) . Asimismo, se

trata de un calentamiento radiativo.

1.2.8. PASTEURIZACION POR COCCION SOUS VIDE

Al tratarse de una variante de la técnica que recoge el epigrafe 1.2.6. Pasteurizacion,
participa, en consecuencia, de buena parte de sus caracteristicas generales. Sin embargo,
la pasteurizacidn SV presenta singularidades de gran interés, tanto que se convertirdn en
el eje principal en torno al que orbite este trabajo.

Segun se refiridé anteriormente, seria muy dificil delimitar con exactitud el intervalo
de temperaturas que representan el dominio de la pasteurizacién. En su extremo superior,
esta indeterminaciéon nunca va a representar un problema de seguridad (todo lo contrario);
y sus temperaturas maximas de aplicacion siempre quedaran de algin modo acotadas por
distintos referentes (esterilizacién comercial, punto de ebullicién del agua...); reduciéndose

el asunto, en el peor de los casos, a una mera cuestiéon de nomenclatura, tan sélo a una
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desacertada eleccién en el nombre del proceso. En su acotacién inferior, sin embargo, la
no concrecién de una temperatura minima de pasteurizacion podria acarrear problemas
mucho mds gravosos: ciertamente, la pretensién de una continua mejora en la calidad
sensorial del producto conlleva un progresivo descenso térmico en los tratamientos que se
le aplican; unatendencia en la no se sabe bien en qué punto el calor transmitido al alimento
agota su capacidad pasteurizadora, volviéndose una fuente de calor suave e inofensiva
(que tanto favorece el desarrollo de microorganismos mesofilos). Problematica ésta que
puede plantearse en cierto tipo de elaboraciones culinarias que se ejecutan mediante

coccidn sous vide. Técnica que se describe seguidamente.

1.2.8.1. FUNDAMENTOS DE LA PASTEURIZACION SOUS VIDE

La coccidn SV o coccién al vacio es un tipo de tratamiento térmico mediante el cual
alimentos crudos (o combinaciones de alimentos crudos y preelaborados) se someten a
unas condiciones controladas de temperatura y tiempo, en el interior de bolsas de plastico
termoestables de las que se ha extraido el aire (Schellekens, 1996).

No obstante, para que este método de cocinado (coccidn SV) se transforme en una
técnica de conservacién (pasteurizacion SV) seria necesario complementar el tratamiento
térmico con un adecuado enfriamiento ulterior. Pudiéndose resumir la secuencia completa
de este tipo de pasteurizacion como: proceso mediante el cual los alimentos crudos se
envasan al vacio en recipientes estables al calor, se cocinan a una temperatura controlada
durante un tiempo especifico, y se enfrian sin dilacidén alguna, antes de su almacenamiento
refrigerado (Ayub & Ahmad, 2019).

Dado que esta técnica aplica temperaturas suaves o moderadas, resulta primordial

gue el alimento posea una reducida carga microbiana al iniciar su coccién; ello se traduce
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en el uso de mercancias muy frescas, y en una maxima higiene en la manipulacién de la
materia prima (Roca & Brugués, 2003).

Existen envases de coccidon en diferentes formatos (bolsas, barquetas, gastrovacs...)
gue se adeclan a los distintos sistemas de producciéon. Asimismo, los polimeros empleados
en estos envases presentan distintas propiedades que determinardn su idoneidad segun
los procesos que deban soportar (conservacion, tanto en frio positivo como negativo,

atmodsfera modificada o algun tipo de tratamiento térmico).
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POLIETILENO (PE) ° e | 100
POLIETILENO ALTA DENSIDAD (HDPE) B e | 120
POLIPROPILENO (PP) ° ° ° 0 e | 135
POLIPROPILENO ORIENTADO (OPP) ° e | 125
POLIAMIDA (PA) e ° e 135
POLIAMIDA ORIENTADA (OPA) ) o 135
POLIESTIRENO (PS) e ° 85
POLIESTIRENO ORIENTADO (OPS) o ¢ =
POLIESTIRENO EXPANDIDO (EPS) -
POLIESTER (PET) ° o 135
POLIESTER BIORIENTADO (BOPET) ° 135
POLIESTER CRISTALINO (CPET) o ° > 200
POLIESTER AMORFO (APET) e 0 ° s =
POLICLORURO DE VINILO (PVC) e ° o ° -
SURLYN e ° ® 70
ETILENO ALCOHOL VINILICO (EVOH) ° ° 125
CLORURO DE POLIVINILIDENO (PVDC) ° ° 135

TABLA 1. Propiedades de algunos polimeros empleados en envases

Adaptacién de: (Del Valle, 2016)

En la restauracién comercial, el envase mas habitual para coccién al vacio es la bolsa.
Los materiales con que estan hechas deben, en consecuencia, resultar resistentes al calor
y presentar escasa permeabilidad a los gases. Las caracteristicas concretas que se precisan

de un determinado plastico se obtienen mediante la superposicion de capas de distintos
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polimeros, conformando una estructura laminada donde se complementan aditivamente
sus propiedades. Asi, las bolsas de coccion mas simples suelen ser una combinacion de dos
[dminas: una exterior de polipropileno (PP) y una interior de poliamida (PA); de modo que
ambos polimeros aportan individualmente gran resistencia tanto mecdnica como térmica,
y complementan sus permeabilidades para ejercer conjuntamente una barrera éptima
(mientras que el polipropileno presenta bastante permeabilidad al oxigeno y gran barrera
frente al vapor de agua, la poliamida es permeable al agua, pero con una alta barrera al
oxigeno) . Bolsas de coccion mas especificas, como son las retractiles,
combinan un mayor nimero de ldminas y otros polimeros, como el polietileno de alta
densidad (HDPE) o el copolimero de etileno y alcohol vinilico (EVOH); siendo este ultimo el
que le confiere sus propiedades de retraccidn térmica. Otros films alimentarios multicapa
empleados en envasado MAP llegan a combinar hasta once ldminas

La obtencién de un éptimo grado de vacio en el envasado requiere que el producto
se halle suficientemente frio. Un hecho éste que se manifiesta con su mayor certidumbre
en el caso del envasado de un liquido acuoso. Como es sabido, la temperatura de ebullicidén
de un liquido es aquella en que su presién de vapor se iguala con la presién del medio; vy,
por otra parte, la presién de vapor del liquido aumenta con su temperatura. Por tanto, si la
presién interior de la campana de vacio disminuye a medida que la bomba extrae aire,
cuanto mayor sea la temperatura del liquido (o sea, su presion de vapor) antes se igualaran
los valores de ambas presiones, produciéndose la ebullicidn del liquido. Un menor tiempo
de extracciéon de aire significa menor grado de vacio; ya que la ebullicion interrumpiria el
proceso por desbordamiento de la bolsa. Una vez sellada la bolsa, la presién residual en su

interior suele estar entre 102y 103 atmésferas; es decir, usualmente, en el envasado de la
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técnica sous vide se practica un grado de vacio de entre un 99% y un 99,9%. Lo que supone
un entorno de coccidn practicamente anaerdbico.

En un volumen de produccidon pequefio-mediano, resulta habitual que la coccidon se
lleve a cabo en hornos de conveccidn forzada de vapor, o bien en bafios de circulacidn de
agua (bafio maria). Ambas maquinarias poseen su lado ventajoso: mientras que los hornos
permiten un mayor volumen de trabajo, presentan el inconveniente de no garantizar un
tratamiento térmico suficientemente uniforme; por contra, la limitada produccién de los
bafos se genera en un medio de gran homogeneidad térmica, dada la gran eficiencia de la
circulacion del agua y la precision de sus termostatos, que responden a oscilaciones de
temperatura del orden de + 0,1 °C . En voliumenes de produccién de una
envergadura muy superior (industria alimentaria o grandes caterings) las pasteurizaciones
de este género se realizan en autoclave; una maquinaria ésta que permite, asimismo, tanto
la esterilizacion como el enfriamiento del producto

Para que el alimento alcance un determinado grado de pasteurizacidon, como ya se
ha dicho, no sdélo es necesario que el tratamiento al que se somete posea cierta intensidad,
en tiempo y temperatura (aspecto éste que se abordara en el siguiente epigrafe); requiere
también un rapido enfriamiento. Concretamente, dicho descenso térmico ha de conseguir
gue el alimento alcance una temperatura no superior a 3 °C (en corazén de producto) en
menos de 90 minutos desde que finaliza su cocinado (Tep £ 3 °C, tmax= 90’; siendo Tep: la
temperatura en corazén de producto, esto es, la temperatura del punto de calentamiento
mas tardio, o mas interno geométricamente) . Este enfriamiento
rapido se lleva a cabo en abatidores térmicos: maquinas de circulacién de aire forzado de
baja temperatura. No obstante, al estar envasado el producto en alta barrera, en caso de

necesidad, el enfriamiento también se puede realizar en bano de hielo.
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Ciertamente, los fundamentos de este tipo de coccidn, asi como su practica, se han
extendido y popularizado considerablemente en las dos uUltimas décadas; haciendo que el
termostato de precision adaptable a distintos recipientes (réner) o el bafio de circulacién
agua, la envasadora de vacio y el abatidor de temperatura se hayan vuelto conceptos y
aparatos muy corrientes en las cocinas de un gran nimero de restaurantes (Sanchez del

Pulgar, Gazquez, & Ruiz-Carrascal, 2012); incluso, de no pocas cocinas domésticas.

1.2.8.2. MODALIDADES DE COCCION SOUS VIDE

Naturalmente, la intensidad del tratamiento térmico que se aplique a cada alimento
(relacién tiempo-temperatura) ird en concordancia con la naturaleza de éste: mientras que
las celulosas y fibras vegetales de las legumbres exigiran temperaturas propias de la coccion
tradicional (Roca & Brugués, 2003), entre 55y 60 °C se habran desnaturalizado las proteinas
miofibrilares de una carne (Yu, Morton, Clerens, & Dyer, 2017).

En rigor, Unicamente en aquellas cocciones en que se alcancen 65 °C en corazén de
producto durante un tiempo igual o superior a 20 minutos (T¢p > 65 °C durante t > 20°), la
técnica de coccion sous vide representa un método de conservacién, puesto que conlleva
una pasteurizacion del alimento (Roca & Brugués, 2003). Por tanto, considerando como
criterio de clasificacion esta garantia de higienizacién (es decir, si el tratamiento térmico
produce, o no, un grado de pasteurizacién del producto que permita su almacenamiento),
la técnica sous vide presenta dos variantes:

» Coccion indirecta (que garantiza un determinado grado de pasteurizacién y, por
tanto, la posibilidad de conservacion y almacenaje del producto).

* Coccidn directa o inmediata (donde los niveles de higienizacion térmica que se

alcanzan sdélo permiten un consumo inmediato del alimento) (Baldwin, 2012).
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COCCION INDIRECTA SOUS VIDE
1

RUSTIDO SISTEMA TRADICIONAL
ABATIMIENTO TERMICO
ENVASADO J
COCCION
ABATIMIENTO TERMICO
CONSERVACION
REGENERACION 1
.
RUSTIDO SISTEMA TRADICIONAL

SERVICIO 4 ]

ILUSTRACION 6. Diagrama de flujo en coccién indirecta SV

Adaptacion de: (Rocay Brugués, 2003)

El diagrama anterior sintetiza la secuenciacion de fases en la modalidad de coccién
indirecta. El primer paso (preelaboracion) incluye, desde un posible lavado y porcionado
del alimento, hasta la preparacidn, si procede, de algin liquido de gobierno o base de
coccién (complementos que se afaden con distintos fines; puede tratarse de una salsa o
aceite aromatizado, o un salteado de vegetales). En caso de incorporarse al alimento alguna
base de coccidn, ésta se habra enfriado debidamente antes de pasar a la fase de envasado.
Tanto la intensidad como la duracién del tratamiento térmico se determinaran en funcién
del tipo de alimento; resultando la coccidn, en cualquier caso, de intensidad suficiente para
gue todos los puntos del alimento alcancen, como minimo, la temperatura de seguridad
(Tseguridad = 65 °C). Una vez se ha cocinado el producto, seguidamente, debe procederse a
su abatimiento térmico (en el plazo y forma indicados). En este punto, el alimento se halla
pasteurizado, y listo para su conservacion en almacenamiento refrigerado (Tstock = 3-5 °C)

(Ibarra, y otros, 2013); estando su vida util determinada por la intensidad del tratamiento
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térmico y la naturaleza del producto. Su regeneracion (recuperaciéon de temperatura de
servicio) se llevara a cabo segun el procedimiento mds conveniente.

Sin embargo, la coccidn sous vide, dado el rango de temperaturas que aplica, no
proporciona ningun tipo de dorado superficial ni, en consecuencia, los sabores asociados
a ese rustido o tostado. Para solventar este inconveniente, se emplea un procedimiento
en dos etapas: antes o después del tratamiento sous vide, se combina con un método
tradicional mas intenso (plancha, salteado, gratinado...), que si produce coloracidon en el
alimento (Ruiz-Carrascal, Roldan, Refolio, Pérez-Palacios, & Antequera, 2018). Dicho
desdoblamiento (usualmente, denominado doble coccidn), de aplicarse, se secuenciaria

segun se indica en la /lustracion 5.

COCCION DIRECTA SOUS VIDE

PREELABORACION 1
‘ RUSTIDO SISTEMA TRADICIONAL
| ABATIMIENTO TERMICO
ENVASADO *
COCCION 1
‘ RUSTIDO SISTEMA TRADICIONAL

1

SERVICIO

ILUSTRACION 7. Diagrama de flujo en coccién directa SV

Adaptacion de: (Rocay Brugués, 2003)

Sin embargo, como se muestra en el diagrama de la modalidad de coccion directa, el
servicio del alimento debe realizarse inmediatamente después de su tratamiento térmico.
Esta necesaria contigliidad obedece, claro estd, a un insuficiente procesamiento térmico

del alimento (Tcoccisn directa < 65 °C); es decir, a su deficiente garantia de inocuidad. Si bien,
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existen algunas excepciones a esta regla: tal es el caso de la coccidn de ciertos alimentos
(foie de pato y oca, carnes rojas saignants...) en que una ligera reduccién en la intensidad
del tratamiento térmico (60 °C < Tcoccisn < 65 °C) representa una sustancial mejora en el
resultado (organolépticamente); dichas cocciones suelen incluirse entre las de modalidad
indirecta, acortando su vida util a sélo unos dias

En cocciones inmediatas, como antes ocurria con las indirectas, se pueden incorporar
distintos liquidos de gobierno y otros complementos sélidos. De igual forma, también en
este caso resulta aplicable la doble coccidn (rustido de la superficie del alimento), antes o
después del cocinado al vacio.

Como método de pasteurizacién, las temperaturas relativamente bajas que esta
técnica emplea (en buen nimero de elaboraciones apenas se rebasa el umbral térmico
de seguridad: 65 °C) deben conjugarse con tiempos de aplicacion bastante prolongados
(varias horas, o incluso dias). Esta combinacién baja temperatura y largo tiempo ofrece
una serie de ventajas sobre el cocinado tradicional a alta temperatura: la capacidad de
alcanzar un equilibrio térmico con el medio confiere al alimento una calidad uniforme y
reduce el riesgo de sobrecoccidn, permitiendo ademds un mayor control sobre su punto
de coccién . Lo cual facilita la
reproducibilidad de las elaboraciones: una vez que se ha establecido una determinada
férmula (establecido sus ingredientes y cantidades, temperaturas y tiempos de coccion)

y se han alcanzado unos niveles microbioldgicos satisfactorios, puede estandarizarse la

produccién del alimento sin una variacion apreciable de sus cualidades sensoriales

Sus ventajas, sin embargo, no se reducen a un mayor control sobre el proceso de

coccion. Dado que existe una correlacion entre el aumento de la temperatura de coccidn
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del productoy el incremento de su merma, la técnica sous vide supone una evidente mejora
de la rentabilidad debido a su apreciable reduccién de mermas por evaporacién (Roldan,
Antequera, Martin, Mayoral, & Ruiz, 2013). Esta relaciéon temperatura-merma se halla, a su
vez, vinculada con el grado de desnaturalizaciéon que sufren la proteinas; transformacion
gue hace que éstas pierdan su capacidad para retener el agua constitutiva del alimento
(Ayub & Ahmad, 2019). Esta retencién del agua en el alimento durante la coccién también
conlleva la retencién de sus compuestos hidrosolubles y, en particular, sus componentes
biolégicamente activos o de algun valor nutricional (Llave, y otros, 2017). Asimismo, la
ausencia de oxigeno y la baja intensidad térmica de este tipo de cocciones minimizan las
modificaciones en acidos grasos (Falowo, Muchenje, & Hugo, 2017). Constatandose que,
en general, esta técnica comporta una mayor preservacion de nutrientes termoldbiles y
compuestos aromaticos, con respecto a otras cocciones tradicionales (Diaz, Nieto, Garrido,
& Baiidn, 2008).

En consecuencia, los atributos sensoriales de los alimentos tratados con este tipo de
coccion se ven menos afectados: éstos presentan mayor jugosidad e intensidad de sabor,
mejor textura, mayor terneza y una menor alteracién en su color (Rinaldi, y otros, 2014).
Sucede, asimismo, que la atenuacién de sabores y aromas durante la coccidn sous vide
resulta mucho menor que mediante técnicas convencionales; requiriéndose, por tanto, una
adecuada moderacion en el uso de ingredientes saborizantes y aromatizantes (sal, hierbas
y especias) (Schaftheitle, 1990).

En resumen, se podria decir que la coccidn sous vide es una poderosa herramienta
de la cocina actual. El control preciso de la temperatura permite un ajuste del punto de
coccion, asi como una reproducibilidad, mucho mayores; asegura mediante temperaturas

mas bajas una reduccion de patégenos a niveles aceptables, y proporciona mas opciones
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de textura que los métodos de cocinado tradicionales. Por otra parte, el envasado al vacio
mejora el flujo de calor, reduce el deterioro oxidativo y la transferencia de nutrientes al
medio de coccidén, elimina el riesgo de recontaminacion, y prolonga la vida util de los

alimentos (Baldwin, 2012).

1.2.8.3. COCCION SOUS VIDE BAJO EL UMBRAL TERMICO DE SEGURIDAD

Segun las directrices europeas, la intensidad minima del tratamiento térmico para la
pasteurizacion de un alimento sous vide debe ser equivalente a alcanzar una temperatura
de 70 °C durante 2 minutos en corazén de producto; esto es, en su punto de calentamiento
mas lento (T 2 70 °C durante t 2 2°) (Stringer & Metris, 2017). En este sentido, las
recomendaciones de las distintas agencias gubernamentales suelen utilizar el concepto de
procesamiento equivalente: aquellas combinaciones de tiempo y temperatura que dan
lugar a una reduccién microbiana del mismo orden que un tratamiento dado. Asi, en un
rango de temperaturas bien definido (concretamente, entre 63 °C y 71 °C), se aceptan
distintas relaciones tiempo-temperatura que provocan grados de inactivacidn bacteriana
semejantes (Dominguez-Hernandez, Salaseviciene, & Ertbjerg, 2018). Una combinacion de
tiempo y temperatura que sirve como referencia usualmente (T¢, 2 65 °C durante t > 20’),
se propuso en el epigrafe anterior.

Unicamente dentro de los parametros indicados la técnica sous vide ofrece garantia
de inocuidad. Conviene resaltar que determinadas cepas del bacilo anaerobio Clostridium
botulinum son capaces de crecer y producir toxinas a temperaturas del orden de 3 °C
(Graham, Mason, Maxwell, & Peck, 1997); representando, por tanto, el principal peligro
microbioldgico para este tipo de productos (envasados en condiciones de anaerobiosis y

en almacenamiento refrigerado). Pero no es la Unica amenaza, existen otros peligros
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potenciales: productores de toxinas termoestables como Staphylococcus aureus y Bacillus
cereus, o psicrotolerantes como Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila o Yersinia
enterocolitica, también pueden encontrar un medio adecuado para su crecimiento en estos
productos envasados (Vaudagna, y otros, 2002). Y, aunque la coccién sous vide se puede
combinar, segun se dijo, con tratamientos térmicos adicionales como salteado, plancha o
fritura (doble coccidn), para mejorar el color y la textura del alimento, por lo general, estas
técnicas solo producen una higienizacién superficial, ya que no poseen la suficiente
magnitud para destruir los microorganismos ubicados internamente (Stringer & Metris,
2017).

Sin embargo, incluso los tratamientos con temperaturas de subpasteurizaciéon (por
debajo del rango que recomienda la autoridad alimentaria: 63-71 °C) pueden producir una
drastica reduccion de la poblacién microbiana (combinaciones temperatura-tiempo como:
Tep=60°C; t=6horas) (Roldan, Antequera, Martin, Mayoral, & Ruiz, 2013). Especialmente,
las bacterias meséfilas pueden ser inactivadas mediante temperaturas bastante suaves,
siempre que su aplicacién se prolongue en el tiempo lo suficiente (Dominguez-Hernandez,
Salaseviciene, & Ertbjerg, 2018). Es decir, hay posibilidad de alcanzar una higienizacién
aceptable del alimento incluso por debajo del umbral térmico de seguridad (dependiendo
en gran medida de la cuantia del decremento en la temperatura, del tiempo de aplicacién
y de la carga microbiana inicial del alimento).

Sin embargo, la seguridad de un alimento no se puede apoyar en la suficiencia de una
probable higiene (mayor o menor), debe estar basada en la total garantia de su inocuidad;
de ahi que ningln tratamiento a temperaturas de subpasteurizacion (T, < 63 °C) permita,

en rigor, la posterior conservacion del producto.
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La modalidad sous vide en coccién directa aplica mayoritariamente temperaturas que
se hallan por debajo del umbral térmico de seguridad (muy por debajo, en determinados
tipos de elaboraciones). Segun se ha referido, la utilizacién de materia prima muy fresca y
una correcta manipulacion, junto a temperaturas préximas a ese umbral (T¢p = 55-63 °C),
proporcionan productos bastante seguros para su consumo inmediato, que mantienen una
gran calidad organoléptica.

No obstante, las tendencias gastrondmicas van mas alla; se orientan decididamente
hacia una maximizacién de la calidad sensorial del alimento, hacia una concepcién en que
se prodiga un ferviente respeto a las cualidades genuinas del producto, donde la mas ligera
sobrecoccion representa un injustificable menoscabo de su palatabilidad. Una atenuacién
térmica que, particularmente en géneros con textura delicada (como pescados y mariscos),
implica cocciones de intensidad caldrica apenas superior a la de un proceso de atemperado,
o incluso de entibiado (T¢p = 40-55 °C).

Véanse los tiempos y temperaturas que proponen prestigiosos chefs para este tipo

de elaboraciones (Roca & Brugués, 2003):

BACALAO MERLUZA  SALMON RAPE RAYA LUBINA CABALLA
TEMPERATURA : 38-40 °C 5056 3886 48 °C 50 °C 45 °C 43 °C
TIEMPO DE TRATAMIENTO 12! 158 13¢ 12 10' 15; 8'

TABLA 2. Relacion tiempo-temperatura en coccion directa SV de pescados

Produccidn propia en base a contenidos de: (Rocay Brugués, 2003)

En este rango térmico, el grado de higienizacién del alimento sale del dominio de la
garantia o la certidumbre para adentrarse en un escenario de multiples probabilidades con
dificil prondstico. Dado que la capacidad germicida del tratamiento térmico es bastante
limitada (y decrece segun se atenua la temperatura), toda posibilidad de mejora de la

calidad microbioldgica queda limitada a emplear materias primas de la maxima frescura y
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extremar las medidas de higiene en su manipulacién. Sin embargo, el caracter altamente
perecedero de pescados y mariscos complica aun mds esta situacién, ya que la cualidad
mdxima frescura resulta un atributo muy efimero. Y, en cuanto al pescado se refiere, por
muy fresco que éste sea, siempre poseera una alta carga microbiana en agallas, escamas y
visceras, lo que exigira que su preelaboracion (eviscerado, desescamado, despiece...) deba
realizarse de forma temprana y muy cuidadosa, si se quiere minimizar la transferencia de
microorganismos a la musculatura del animal. Por tanto, la calidad microbiolédgica de este
tipo de elaboraciones, en conjunto, ha de presentar inevitablemente una gran disparidad,
ya que su higienizacion se apoya fuertemente en numerosos factores preventivos, sujetos
a una importante variabilidad. La evaluacién de su nivel de seguridad, en consecuencia,
debe efectuarse sobre una determinada priactica, especificamente, nunca sobre la vasta
heterogeneidad de su casuistica.

En conclusién, la coccidén sous vide que se realiza bajo el umbral térmico de seguridad
puede ofrecer una gama de elaboraciones de la maxima calidad nutricional y organoléptica;
sin embargo, algunas de estas elaboraciones, por aspectos de su propia definicidn técnica
(reduccién extrema del procesamiento térmico), por caracteristicas de su materia prima
(necesidad de una preelaboracidn pronta y cabal), por condicionantes de indole mercantil
(caracter altamente perecedero, o coste econédmico elevado), o como efecto resultante de
todas las causas anteriores, ciertas elaboraciones, se decia, podrian mostrar algun tipo de
deficiencia en su calidad microbioldgica.

Un escenario donde, presumiblemente, la inocuidad de los alimentos no resulta una
completa garantia; que alberga, por tanto, una incertidumbre intrinseca que conduce a la
formulacidon de interrogantes:

¢Hasta qué punto resultan inseguras estas elaboraciones?
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¢Podria garantizarse su inocuidad sin alterar su calidad sensorial?
¢éSeria factible conjugar su calidad gastrondmica y su conservacion refrigerada?
Una serie de cuestiones a las que se buscard respuesta; y que van a representar uno

de los ejes principales del presente trabajo.
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1.3. TRATAMIENTOS VACUOMETRICOS E HIPERBARICOS

La presion que ejerce la atmodsfera terrestre a nivel del mar es ligeramente superior
a 0,1 MPa (con exactitud, 101325 Pa). Dicha presion supone el punto de referencia para la
clasificacién de los tratamientos presurizados (negativos o positivos).

Los tratamientos presurizados que se exponen en esta seccion se llevan a cabo a una
presion distinta a la atmosférica. En base a ello se distinguiran entre:

» Tratamientos vacuométricos (P < 0,1 MPa). Aquellos que se realizan a una presién
inferior a la atmosférica. También se conocen como tratamientos a presion subatmosférica,
de presion negativa o a presion de vacio.

* Tratamientos hiperbaricos (P > 0,1 MPa). Aquellos que aplican presiones superiores
a la atmosférica. En esta categoria, el rango de sobrepresiones que se pueden emplear en
los tratamientos resulta extraordinariamente amplio.

Se presentan en primer término dos técnicas a presion de vacio que combinan otros
procedimientos, como temperatura (positiva y negativa) o deshidratacién. Antes de pasar
a metodologias que emplean distintos grados de sobrepresion, entre las que se encuentran
los tratamientos con altas presiones hidrostaticas, o HHP (de su acrénimo anglosajon High

Hydrostatic Pressure), las cuales constituyen un capitulo fundamental en este trabajo.

1.3.1. TECNICA COOK VIDE
Este método supone una adaptacion de las cocciones tradicionales; realizandose el
procesamiento térmico en condiciones de presién subatmosférica. En esencia, la coccion

se produce en un recipiente donde se ha practicado un alto grado de vacio (del orden de
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un 80%, como maximo); por lo que la presion residual estaria en torno a 20 kPa (Mans &
Castells, 2011) (seria, por asi decirlo, como cocinar en una cordillera imaginaria, a casi
11800 metros de altitud).

Segun se explicd en la presentacion de la técnica sous vide, un liquido acuoso entra
en estado de ebullicién cuando su presion de vapor se iguala con la presion del medio. En
consecuencia, cuanto menor sea la presién del medio, antes se alcanzara la temperatura
de ebullicion (a una presion de unos 20 kPa, el agua hierve alrededor de los 60 °C) (Garcia-
Segovia, Andrés-Bello, & Martinez-Monzd, 2008).

Esta variacion de las condiciones de presion durante el procesado de los alimentos
ofrece, en términos generales, resultados de una gran calidad gastronédmica, a la vez que
posibilita la diversificacion de texturas y sabores y la intensificacién de aromas (Gomez, vy
otros, 2019). Las bajas temperaturas de la coccién (asociadas a la presidn negativa), y una
atmosfera residual con niveles de oxigeno muy bajos, hacen que la técnica cook vide (CV)
ofrezca una preservacion nutricional de los alimentos de orden comparable al de la coccidn
sous vide. Asimismo, en derivacion de su laxidad térmica, el método CV ocasiona un menor
deterioro de las caracteristicas sensoriales del producto que las técnicas tradicionales de
cocinado, asi como una produccién mucho menor de acrilamida (lborra-Bernad, Tarrega,
Garcia-Segovia, & Martinez-Monzd, 2014).

El dispositivo donde se realiza la coccion CV se denomina gastrovac. Esencialmente,
estd compuesto por una marmita (con tapa hermética de metacrilato), y por un cuerpo
principal (de alimentacion eléctrica) que dispone de una bomba de vacio y de una placa
calefactora (fuente de calor con control digital) (Garcia-Segovia, Andrés-Bello, & Martinez-
Monzo, 2008). La marmita se halla conectada a la bomba de vacio; y mediante una sonda

situada en su interior se regula la temperatura; dispone también de un cestillo elevable
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para gobernar la inmersion del alimento en el liquido (sin discontinuidad en la presién de
vacio) (Gomez, y otros, 2019).

El gastrovac no sélo permite cocciones en liquidos acuosos o mixtos; también admite
técnicas en medios grasos, como la fritura; en este caso, la temperatura del aceite se situa
en torno a los 90 °C (mientras que una fritura tradicional que se realice a fuego moderado
puede alcanzar unos 160-170 °C) (Mans & Castells, 2011). A diferencia de la coccidn sous
vide, la técnica cook vide posibilita un contacto fisico entre el alimento y el liquido en
ebullicidn, lo que incrementa el coeficiente de transmision caldrica sobre su superficie
(Iborra-Bernad, Tarrega, Garcia-Segovia, & Martinez-Monzé, 2014).

Un interesante recurso que ofrece esta técnica es la denominada impregnacion. Un
fendmeno que se evidencia con mayor intensidad en productos con textura porosa; y que,
en esencia, supone una succidn que el alimento ejerce sobre el medio circundante; un
efecto de absorcidon que se materializa en el instante en que cesa la presién de vacio, y se
restaura la presién atmosférica; momento en que el alimento absorbe la fase liquido-vapor
que lo circunda, impregnandose de sabores, colores y aromas. Fendmeno que también se

conoce con el nombre de efecto esponja (Gomez, y otros, 2019).

1.3.2. LIOFILIZACION

Si en condiciones de alto vacio (de un grado superior al 99,99%; es decir, a presiones
inferiores a 10 atmdsferas) se combinan adecuadamente métodos de conservacidn tan
comunes como la congelacién y la desecacion, se pueden obtener resultados asombrosos:
productos secos que se mantienen estructural y composicionalmente intactos (salvo en su
grado de humedad, claro esta), y que permiten su reconstitucién mediante remojo sin una

considerable alteracién de su textura original (Ramirez Navas, 2006).
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La liofilizacion, también denominada criodeshidratacion, supone la sublimacién del
agua del alimento (es decir, su vaporizacién desde fase sélida). Para que el hielo sublime a

gas sin fundir antes, se precisan unas determinadas condiciones de presion y temperatura.

PRESION (atm)

SOLIDO LiQuIDO

GAS

0.01°C

--------------------- : PUNTO TRIPLE DEL AGUA 0.00603 atm

TEMPERATURA (€)

ILUSTRACION 8. Diagrama P-T del agua

Adaptacion de: (Nireesha, y otros, 2013)

Concretamente, tanto la presion como la temperatura habran de ser inferiores a las
del punto triple del agua (Psublimacisn < 611 Pa; Tsuplimacisn < 0,01 °C).

El proceso de liofilizacién abarca tres etapas bien diferenciadas; a saber: congelacion,
sublimacién y desorcién (éstas dos ultimas, también denominadas desecacion primaria y
desecacion secundaria) (Siccha Macassi & Lock de Ugaz, 1995).

Como aproximacién, un alimento se podria considerar una disolucién acuosa; en la
gue se involucran sustancias muy diversas: proteinas, alcoholes, carbohidratos, acidos...
Provocando las interacciones soluto-disolvente un descenso del punto de solidificacién de
la mezcla (con respecto al agua pura). Por tanto, en el proceso de congelacién, en primer
lugar, cristalizard la fraccion de agua libre del alimento, y segun descienda la temperatura

solidificaran las mezclas eutécticas de los diferentes solutos (Orrego Alzate, 2008). Por
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tanto, la congelacion debe resultar suficientemente enérgica para minimizar los posibles
efectos que la heterogeneidad de las velocidades de solidificacion pueda provocar sobre la
estructura del alimento (intersticios y discontinuidades)

Esencialmente, el liofilizador es una cabina hermética donde el producto congelado
(aunatemperatura entre -20 y -45 °C) se somete a una presién de vacio que, normalmente,
alcanza entre 10* y 10 atmdsferas (esto es, presiones entre 2 y 3 érdenes de magnitud
por debajo de las que practica el vacio de la coccion SV). Para que el hielo del alimento
sublime (desecacion primaria), se eleva su temperatura en lo posible dentro de los limites
gue aseguran la integridad de su estado sélido. La cdmara de liofilizacion esta dotada de un
colector o condensador (también llamado trampa fria) que se mantiene a una temperatura
muy baja (entre -50 y -80 °C); dispositivo que, en consecuencia, genera en su inmediacion
un significativo descenso de la presidn de vapor, originando un gradiente de presiones que
induce a las moléculas de agua a escapar del alimento y dirigirse hacia el colector, donde
son atrapadas por condensacién . En esta fase de secado primario,
se extrae del alimento su agua no ligada (que exige menor energia). Dependiendo del tipo

de alimento de que se trate, ésta puede suponer de un 75 a un 90 % de su agua constitutiva

El objetivo de la desecacién secundaria (fase de desorcién) es extraer el agua ligada;
reduciendo asi la humedad del alimento hasta niveles que posibiliten su almacenamiento
no refrigerado (por debajo del 5%), y le proporcionen una alta estabilidad microbioldgica

. Para ello, se maximiza el vacio de la cdmara (tipicamente, hasta
presiones del orden de 10~ atmdsferas), y se eleva la temperatura del alimento (hasta los
20-30 °C). Esta etapa, si bien requiere mayor energia, precisa un menor cuidado, ya que el

riesgo de la fusién del hielo ha desaparecido
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La liofilizacidn es una técnica costosa por el tiempo y tecnologia que requiere. Sin
embargo, proporciona alimentos deshidratados de la mas alta calidad: sin menoscabo de
sabores y aromas (los cuales se concentran e intensifican), de estructura reconstituible, y

con una preservacion nutricional irreprochable (Ramirez Navas, 2006).

1.3.3. ULTRASONIDOS Y MANOSONICACION

En el espectro sonoro, las frecuencias de los ultrasonidos de alta potencia, también
conocidos como HPU (acrénimo anglosajon de High Power Ultrasound), comenzarian con
los primeros agudos no audibles por el oido humano. En concreto, su rango de frecuencias
se extiende de 20 a 100 kHz. En la industria alimentaria este tipo de ultrasonidos recibe
numerosas aplicaciones; su capacidad para la inactivacion microbiana acaso sea una de las

mas destacables (Piyasena, Mohareb, & McKellar, 2003).

ULTRASONIDO MEDICO Y DE DIAGNOSTICO l:l

SONOQUIMICA | |

ULTRASONIDO DE ALTA POTENCIA (HPU) [

| ULTRASONIDOS

GRAVES | MEDIOS| AGUDOS
AUDICION HUMANA

INFRASONIDOS

I T T T T T T 1

FRECUENCIA (Hz) o 10 10° 10’ 10" 10° 10° 10’

ILUSTRACION 9. Espectro sonoro
Adaptacion de: (Jambrak & Herceg, 2014)

El sonido es una perturbacién que se transmite en un medio elastico mediante
fluctuaciones locales de presién. Se trata, por tanto, de una onda mecdnica que somete a
los puntos del fluido en que se propaga a un efecto sucesivo de compresion y rarefaccion
(O'Brien, 2007). Es decir, si el fluido soporta una presiéon hidrostatica Py, y el valor absoluto

de la perturbacién se traduce en un incremento de presion Ap, la presion total aplicada
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sobre cada uno de sus puntos oscilara en el tiempo entre un valor de maxima compresién
(Ph+Ap) y un valor de maxima presion subhidrostatica o de mayor rarefaccion (Pn—Ap). Si
Ap posee suficiente magnitud (esto es, por encima de una determinada amplitud de onda),
durante la fase de rarefaccidon se formaran microburbujas de gas en el seno del fluido
debido al significativo descenso de presidn; en sucesivos ciclos compresion/rarefaccion,
tales burbujas (o cavidades) incrementardn su tamafio. Dicho fendmeno recibe el nombre
de cavitacion . Estas microburbujas (con radio de orden del um)
pueden aumentar su radio hasta 30 veces entre los extremos de la varianza de presidn; sin
embargo, por encima de un volumen critico (que dependera de Ap) pierden su estabilidad
e implosionan violentamente en la fase compresiva del ciclo. Como consecuencia de cada
uno de estos micro-colapsos se generan ondas de choque a pequefia escala, de una presion
extraordinariamente alta (70-100 MPa). Y, si bien la energia de una sola implosion resulta
insignificante a nivel macroscépico, el efecto sumativo de millones de burbujas colapsando
cada segundo si supone un fenédmeno de consideracién
Especialmente turbulento resulta el efecto de la cavitacidén en las discontinuidades
del fluido (esto es, en la proximidad de interfases y superficies), donde el colapso de las
burbujas se produce asimétricamente, apareciendo cizalladuras y microeyecciones de alta
presién que ocasionan perforaciones, erosion y ruptura de cadenas poliméricas en la pared
celular de los microorganismos. Efectos mecdanicos que se acenttan con la intensidad del
ultrasonido, llegando a producir graves dafios estructurales y lisis celular
. Asimismo, las ondas de choque también originan fuertes incrementos
térmicos muy localizados, y dan lugar a la formacién de sustancias altamente reactivas
(radicales hidroxilo e hidroperoxilo, peréxido de hidrégeno...), que potencian la actividad

bactericida del tratamiento con HPU
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Son numerosos los factores que influyen en la capacidad de inactivacién microbiana

de los ultrasonidos; seguln su naturaleza, se podrian clasificar en tres grupos

» Pardmetros que afectan al umbral de cavitacion.

Una mayor amplitud de onda (magnitud proporcional a la intensidad) reporta, como
se ha indicado, un incremento en la efectividad del tratamiento. En cambio, un aumento
de la frecuencia lo hace menos eficaz, ya que un acortamiento del ciclo de rarefaccién y
compresion limita la formacién de burbujas. Sin embargo, un aumento de la temperatura
o de la presidn hidrostatica resulta perjudicial para los microorganismos.

*» Propiedades del medio de propagacion.

Se observa que una mayor volumetria del medio, un incremento de su viscosidad o
en su pH, conllevan una atenuacién de la actividad bactericida de los ultrasonidos.

» Caracteristicas microbioldgicas.

Diversas particularidades de los microorganismos afectan desigualmente a la eficacia
de los tratamientos HPU. Se constata que las altas densidades de poblacién (es decir, cargas
microbianas elevadas) reportan menores tasas de inactivacién; como también que dicha
tasa se incrementa en la fase estacionaria del crecimiento microbiano. En lo referente a su
morfologia, las células mas grandes (con mayor superficie) resultan mds vulnerables a este
tipo de tratamientos; asi, en general, las formas cocoides muestran mayor resistencia que
las bacilares. Por su parte, las paredes celulares mas delgadas (bacterias gramnegativas) se
ven afectadas por efectos cavitacionales menos intensos.

Principalmente, el tratamiento con HPU se aplica, bien mediante bafio, lo que supone
gue el alimento se sumerge en un fluido que propaga los ultrasonidos, o bien por sonda, la

cual se sumerge en el alimento, produciendo una vibracién de frecuencia ultrasdnica. El
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equipo, esencialmente, consta de un generador que produce una sefial de corriente alterna
con la frecuencia adecuada, que es convertida en vibracién mecanica por un transductor
(ya sea piezoeléctrico, magnetoestrictivo, o de flujo), y entregada finalmente al reactor de
ultrasonido
Cuando el tratamiento HPU posee suficiente intensidad, y su aplicacidn se realiza bajo
unas condiciones de moderado incremento en la presién hidrostatica del fluido, los efectos
cavitacionales se potencian considerablemente, produciéndose un drastico aumento de la
capacidad antimicrobiana del tratamiento. Técnica que se denomina manosonicacion (MS)
. Si bien el aumento de presion hidrostatica
en el fluido supone, en principio, una mayor viscosidad y cohesidn intramolecular, asi como
una disminucién de su presién de vapor, circunstancias que dificultan la cavitacidn, ésta se
garantiza con un adecuado incremento en la amplitud del ultrasonido; constatandose en
tales condiciones que la cantidad de energia que genera la cavitacién aumenta de forma
exponencial con la presién hidrostatica (hasta cierto valor umbral). Lo que se traduce en
una multiplicacién de sus efectos mecdanicos y bioquimicos; esto es, de su letabilidad. Este
umbral de presién se sitla, aproximadamente, en torno a los 300-400 kPa; por encima de

los cuales, deja de crecer la energia asociada a los efectos cavitacionales

No obstante, debido a la produccién de diferentes compuestos altamente reactivos
(OH, O0OH, 03, O, 07, H20:...), tanto en los tratamientos con ultrasonidos de alta intensidad
(HPU) como en los de manosonicacion (MS), se ha de buscar cierto equilibrio entre el grado
de higienizacién del producto y la preservacion de su calidad organoléptica y nutricional;

algo que hace imprescindible una dptima parametrizacién del proceso
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1.3.4. ALTAS PRESIONES DINAMICAS

Los tratamientos con altas presiones dinamicas (en inglés High Dynamic Pressure o
HDP), si bien producen distintos efectos en los alimentos, tienen como principal finalidad
la homogeneizacién. De ahi que, en funcién del rango de presiones aplicadas, también se
denominen altas presiones de homogeneizacion (High Pressure Homogenization o HPH) si
el incremento de presién supone entre 50 y 200 MPa, y presiones de homogeneizacion
ultra-altas (Ultra High Pressure Homogenization o UHPH) cuando intervienen presiones de
200 a 400 MPa (Guamis Lopez & Lopez Pedemonte, 2010).

No obstante, entre los resultados que producen este tipo de tratamientos también
se halla un robusto efecto higienizante. Las bacterias grampositivas, debido a la morfologia
de su pared celular, muestran mayor resistencia que las gramnegativas (\Wuytack, Diels, &
Michiels, 2002). Mientras que hongos y levaduras, con una pared mas gruesa y a la vez de
mayor complejidad, presentan una resistencia intermedia entre ambas clases de bacterias.
La inactivacion de esporas requiere, sin embargo, la aplicacidn de presiones ultra-altas en
combinacién con otras barreras adicionales (Patrignani, Rossi, Vannini, & Lanciotti, 2021).

Esencialmente, el procesado mediante altas presiones dinamicas supone el bombeo
de un alimento fluido a través de orificios de seccién muy reducida (una amplitud tipica de
la vélvula del homogeneizador es del orden de una décima de milimetro); lo que ocasiona
la dispersidn de sus componentes estructurales (presiones del orden de 400 MPa dan lugar
a particulas de calibre nanométrico) y, por tanto, un alto grado de homogenizacién del
producto (Mayta-Hancco, Trujillo, & Juan, 2020). Proceso que, consecuentemente, genera
un régimen turbulento: el fluido se ve forzado a salvar subitamente reducciones de seccién

muy abruptas (de entre 2 y 3 érdenes de magnitud); alcanzando a su paso por la valvula
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velocidades que oscilan entre los 200 y 300 ms™ (Osorio-Arias, Vega-Castro, & Martinez-
Monteagudo, 2021). Un flujo vortiginoso que origina descensos de presion localizados; los
cuales inducirdn un efecto de cavitacion (presentado en el epigrafe 1.3.3. Ultrasonidos y

manosonicacion).
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ILUSTRACION 10. Fenomenologia turbulenta en flujos HDP

Adaptacion de: (Osorio-Arias, Vega-Castro, & Martinez-Monteagudo, 2021)

En rigor, se distinguen dos tipos de cavitacidn: la acustica y la hidrodinamica; segun
el tipo de fendmeno que las ocasione. Ambas estan relacionadas con una variacion local de
presién, que produce la rarefacciéon y compresién de microburbujas en el seno del fluido.
En la cavitacidn acustica (caso de los ultrasonidos) debido a la propagacion ondulatoria de
una perturbacidn; mientras que en el caso de la cavitacion hidrodinamica tiene lugar por el
flujo turbulento de un liquido (Ferrari, 2017). Si bien en los tratamientos de altas presiones
dindmicas se producen contribuciones de ambos tipos de cavitacidn, mayoritariamente es
de naturaleza hidrodinamica.

Al igual que ocurria en los tratamientos ultrasdnicos, el mecanismo de inactivacion
microbiana deriva de la implosién de estas microburbujas; evento que lleva aparejado la
formacién de ondas de choque e intensos gradientes locales de presion y temperatura, que
ocasionan la disrupcion de la membrana celular (Sharma, y otros, 2008). Segun se indico

en el epigrafe precedente, el violento colapso de estas burbujas también genera una serie
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de sustancias de alta reactividad (OH, OOH, O3, O, Oz, H20:,...), que podrian contribuir tanto
al deterioro de la estructura celular como a la alteracion de los componentes nutricionales
del alimento (Osorio-Arias, Vega-Castro, & Martinez-Monteagudo, 2021).

La eficacia germicida del tratamiento HDP, en general, se vera afectada por diversos
factores; como pueden ser: morfologia microbiana (estructura de la pared celular, tamafo
y forma...), presién aplicada, temperatura, nimero de circulaciones, densidad microbiana
inicial, viscosidad del fluido o composicidn del sustrato (Guamis Lopez & Lopez Pedemonte,
2010).

Uno de los principales inconvenientes de la técnica HDP es su limitada aplicabilidad:
Unicamente se pueden tratar liquidos de una viscosidad reducida (leche, licuados de frutas,
ovoproductos...). Tipo de tratamiento que, sin embargo, posibilita un procesado continuo

y posterior envasado aséptico (Morales-Ramirez, 2010).

1.3.5. ALTAS PRESIONES HIDROSTATICAS

Tras mas de una veintena de técnicas expuestas, es probable que se haya incurrido
en cierta sobreabundancia de acrénimos y siglas; algo inevitable, por otra parte. Algo que,
sin embargo, podria confundir mas que aclarar.

Precisamente, el propdsito de esta digresion no es otro que aseverar la sinonimia de
las dos abreviaciones que se pueden encontrar en la literatura en referencia a este tipo de
tecnologia. Ya que, si bien, actualmente se ha hecho extensivo el uso del acrénimo HPP
(High Pressure Processing, o procesado con altas presiones), también se encuentra muy a
menudo la abreviatura HHP (High Hydrostatic Pressure, o altas presiones hidrostaticas):
ambos términos implican tratamientos de idéntica naturaleza. En este trabajo se utilizara

tanto HHP como HPP, indistintamente.
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Sin mayor dilacion, se procede a describir esta técnica hiperbarica, cuya aplicacion

sinérgica con la coccion sous vide serd objeto de estudio experimental.

1.3.5.1. DESCRIPCION Y FUNDAMENTOS DEL TRATAMIENTO HHP

El procesado de alimentos mediante HHP, generalmente, aplica presiones en el rango
100-800 MPa, a distintas temperaturas, con el propdsito de inactivar formas vegetativas de
bacterias patdgenas y alterantes, mohos, levaduras y virus, de modo que el producto
resultante sea microbiolédgicamente seguro (Balasubramaniam, Martinez-Monteagudo, &
Gupta, 2015). No obstante, la parametrizacion mas habitual en este tipo de tratamientos
emplea presiones entre 400 y 600 MPa, temperaturas de procesado por debajo de 40 °C, y
tiempos de retenciéon de unos pocos minutos (Valdez-Fragoso, Mujica-Paz, Welti-Chanes,
& Torres, 2011). Aunque se emplean presiones de 1 GPa (e incluso mds elevadas), su limite
superior en aplicaciones comerciales es de 600 MPa (Heinz & Buckow, 2009).

Un equipo de HPP es un sistema de energia hidraulica. Basicamente, dicho procesado
supone la compresion hidrostatica de un alimento (envasado previamente al vacio) que se
halla sumergido en un fluido, a través del cual se transfieren a la matriz alimentaria los
efectos de la presidn. Para alcanzar el rango de presiones necesario se requiere la accién
combinada de una bomba y un intensificador de presion: la bomba transforma energia
mecanica en energia hidraulica, mientras que el intensificador, mediante un sistema de
pistones de seccién decreciente, multiplica la presion de entrada. Un fluido de reducida
compresibilidad se encarga de trasmitir la potencia a lo largo del circuito: generalmente,
agua (15% de compresién a 600 MPa); si bien, también se utilizan ésteres sintéticos, aceites
vegetales o poliglicoles. Un conjunto de valvulas separa las lineas de baja presién de la

camara de tratamiento, donde el fluido transmite uniformemente al alimento el efecto
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constrictor de la presidon. Camara ésta que habra de reunir unas caracteristicas especificas
(forma de la cavidad y grosor de la pared), que le permitan soportar enormes presiones

operativas (Martinez-Monteagudo & Rathnakumar, 2021).

ket

1. DEPOSITO DE FLUIDOS

2. BOMBA HIDRAULICA

3. INTENSIFICADOR

4, VALVULA DE RETENCION >
5. VALVULA DE AGUIA
6. VALVULA DE DESCOMPRESION L z
7. TRANSDUCTOR DE PRESION 2 v ﬂi 6

. 3 ~
8. CAMARA DE ALTA PRESION 7

ILUSTRACION 11. Diagrama de componentes de un equipo HPP

Adaptacion de: (Martinez-Monteagudo & Rathnakumar, 2021)

Un proceso cuya fisicoquimica esencial se sustenta en dos principios de gobierno:

* Principio de Pascal o condicidn hidrostatica.

La presidn ejercida sobre un fluido de escasa compresibilidad se transmite de forma
instantanea, homogénea e isétropa, a todos los puntos de éste. Lo que implica que la
presién afecta de forma simultanea y uniforme a todo el alimento, independientemente
de cudl sea su volumen o su geometria (Martinez-Monteagudo & Balasubramaniam, 2016).
En esta situacién de equilibrio isostatico, desde cualquier direccion del espacio se ejerce
una fuerza de igual intensidad sobre cada punto del alimento, de modo que no se generan
estrés tangencial y, por lo tanto, la estructura macroscépica del alimento no sufre ningin
tipo de deformacidn lateral.

* Principio de Le Chatelier.

Ante cualquier perturbacion externa, todo sistema en estado de equilibrio evoluciona

hacia un nuevo estado que contrarresta parcialmente la perturbacién original. En este caso
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la presion representaria la perturbacién; y este principio determina que el incremento de
la presion facilitard cualquier tipo de fenédmeno (ya sea reconfiguracién molecular, reaccion
quimica, o cambio de fase) que lleve asociado una disminucién de su variable intensiva
conjugada, el volumen; mientras que serdn inhibidos aquellos que requieran un aumento
de volumen (Téllez-Luis, Ramirez, Pérez-Lamela, Vdzquez, & Simal-Gandara, 2001). Por
tanto, la presién coadyuvara fendmenos como la solidificacidn de lipidos, la fusion del hielo
o la formacién de enlaces quimicos (esto es, las reacciones que los originan). En rigor, la
presién inducird cierto grado de reestructuracién molecular, debido a la contraccién del
espacio interatdmico y la redistribucidn de interacciones entre particulas: no afectara a los
enlaces covalentes (ya que entrafian una enorme compactacion), por lo que la mayor parte
de los componentes del alimento no se veran alterados (Sanz Martinez, 2019); sin embargo,
desestabilizard otros enlaces mds débiles (de tipo idnico e hidrofébico), y favorecera la
formacidn de enlaces de hidrégeno (Bajovic, Bolumar, & Heinz, 2012).

Por otra parte, dado que en todo sistema termodindmico las variables temperatura,
presién y volumen se hallan inseparablemente relacionadas, el aumento de la presién
durante el tratamiento HHP lleva asociado un calor de compresién (o calor adiabatico), que
se traduce en un incremento de temperatura. En alimentos con un alto contenido en agua,
dicho incremento térmico es del orden de unos 3 °C cada 100 MPa de sobrepresidn; en el
caso de matrices ricas en grasa se eleva a 8-9 °C cada 100 MPa (Karwe, Maldonado, &

Mahadevan, 2014).

1.3.5.2. HIGIENIZACION MEDIANTE PROCESADO HHP
La sensibilidad que muestran los microorganismos a la presién resulta muy variable:

puede variar segun tipo de organismo, morfologia, fase de crecimiento o género (incluso
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entre cepas de la misma especie se llegan a producir diferencias significativas); asimismo,
las caracteristicas de la matriz alimentaria (composicién, pH o aw) pueden modificar de una
manera sustancial la respuesta del microorganismo a las altas presiones (Daryaei, Yousef,

& Balasubramaniam, 2016).

PEPTIDOGLUCANO PEPTIDOGLUCANO

GRAM
POSITIVA "oalom
MEMBRANA
EXTERIOR
MEMBRIANA MEMBRANA
PLASMATICA PLASMATICA

ILUSTRACION 12. Pared celular: diferencias estructurales

Adaptacion de: (Gao, Lewis, & Hemar, 2016)

Se constata que las formas vegetativas bacterianas presentes en alimentos sufren
drasticas reducciones de viabilidad tras los tratamientos HPP con presiones entre los 200 y
600 MPa. En general, dado el mayor grosor y rigidez de su pared celular, las bacterias
grampositivas muestran madas resistencia a la presurizacion que las gramnegativas
(Rendueles, y otros, 2011); mientras que las formas bacilares resultan mas sensibles a la
presion que las de morfologia cocoide. Por otra parte, comparativamente, los
microorganismos procariotas son mas resistentes que los eucariotas (levaduras y mohos);
los cuales sélo precisan tratamientos de moderada intensidad (300-400 MPa) para su
inactivacion (Sehrawat, Kaur, Nema, Tewari, & Kumar, 2020).

Sin embargo, la inactivacién de esporas bacterianas no se llega a alcanzar mediante
presurizacién Unicamente; sino que exige la conjuncion sinérgica de temperatura y presiéon

(Patterson & Linton, 2010). Los denominados tratamientos térmicos asistidos por presion
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o PATP (del inglés Pressure-Assisted Thermal Processing), combinan las altas presiones con
temperaturas que van de la pasteurizacion a la esterilizacidon (70-120 °C) (Valdez-Fragoso,
Mujica-Paz, Welti-Chanes, & Torres, 2011). Segun su intensidad, este tratamiento puede
suponer la esterilizacién comercial del producto vy, por tanto, permitir su conservaciéon no
refrigerada; un proceso que también se denomina esterilizacion térmica de alta presion o

HPTS (del inglés High Pressure Thermal Sterilization) (Sevenich, Rauh, & Knorr, 2016).

K ] | |
2
| | |
| I I
T
1 | |
E ] | |
. ] | |
| | |
] |
FASE DE | | |  rasepe
LATENCIA | FASEEXPONENCIAL ,  FASEESTACIONARIA | DECLINACION
TIEMPO

ILUSTRACION 13. Fases de crecimiento microbiano en un sistema cerrado

Adaptacion de: (Gao, Lewis, & Hemar, 2016)

Se evidencia, por otra parte, que la presion afecta mds severamente a las bacterias
gue se hallan en su fase exponencial de crecimiento; mientras que cuando éstas alcanzan
la fase estacionaria, la mayor robustez de su membrana citoplasmatica aumenta su grado
de barotolerancia (Patterson & Linton, 2010).

La matriz alimentaria, en general, supone para los microorganismos una proteccion
frente a las altas presiones; en distinta medida, lipidos, proteinas e hidratos de carbono
apantallan los efectos de la presurizacion. Asimismo, cuanto menor es la actividad de agua
del alimento mas se potencia este blindaje; por tanto, la adicidn de solutos, como azucar o

sal, puede disminuir significativamente la tasa de inactivacién de microrganismos. Ello se
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debe a la contraccién celular de cardcter osmético que originan los solutos, lo que conlleva
un engrosamiento de la membranay una reduccién de su permeabilidad; mecanismos que,
conjuntamente, logran atenuar la letalidad de la presiéon
. Sin embargo, la acidez del sustrato alimentario incrementa sensiblemente la
eficacia del tratamiento hiperbdrico: un pH bajo no sélo mejora la tasa de inactivacion, sino
gue también disminuye la capacidad de recuperacién de las células con lesiones subletales
durante un posterior almacenamiento refrigerado
En cuanto a la influencia de los distintos pardmetros del tratamiento (temperatura,
presién y tiempo de tratamiento), se comprueba que tanto temperaturas muy bajas como
muy altas comportan una mejora en la tasa de inactivacidn microbiana de la presurizacién
; no obstante, como es ldgico, el factor fundamental no es
otro que el nivel de presién, cuya magnitud resulta directamente proporcional al poder
higienizante del tratamiento. El tiempo de tratamiento, por su parte, mas alla de un umbral

(relativamente corto) no implica una mejora apreciable

Durante el tratamiento hiperbarico se identifican diversos mecanismos que entrafian
algun tipo de perjuicio o menoscabo para la viabilidad celular, cuya accion conjunta tiene
a menudo consecuencias letales. Por efecto de la presidn se reduce la fluidez de las capas
de lipidos de la membrana plasmatica, alterando su permeabilidad y perturbando procesos
esenciales de su metabolismo (como el transporte de nutrientes, la sintesis de proteinas o
la respiracién). Asimismo, la presién desnaturaliza o desvincula de la membrana diversas
enzimas; produce el desdoblamiento y la agregacion intracelular de proteinas, y origina un
descenso del pH citoplasmatico. A su vez, esta desactivacion enzimatica compromete la

funcionalidad del material genético, viéndose afectada la sintesis de ribosomas vy, por lo
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tanto, la normal transcripcion y replicacidon genética. Incluso, por encima de un umbral de
presion determinado, las endonucleasas provocan rupturas en el ADN. Morfoldgicamente,
la presurizacidn ocasiona tanto la elongacion de la célula, como la constriccion de su pared

(Sehrawat, Kaur, Nema, Tewari, & Kumar, 2020).

"

150 MPa 400 MPa 440 MPa

®

ILUSTRACION 14. Efecto de la presién sobre la pared celular

Adaptado de: (Karwe, Maldonado, & Mahadevan, 2014)

La suma de los diferentes dafios que las altas presiones inducen en la célula puede
resultar, en ciertas ocasiones, reversible o potencialmente recuperable durante el periodo
de almacenamiento del alimento; sin embargo, habitualmente la severidad de las lesiones
ocasiona la muerte celular (Daryaei, Yousef, & Balasubramaniam, 2016). Esta naturaleza
multiobjetivo de la higienizacion mediante HPP evidencia una gran efectividad (Sehrawat,

Kaur, Nema, Tewari, & Kumar, 2020).

1.3.5.3. TRANSFORMACIONES NUTRICIONALES Y ORGANOLEPTICAS POR HPP
En alguna medida, todos los componentes de los alimentos se ven afectados por las
altas presiones; la modificacién que sufra cada tipo de nutriente va a depender de su propia

estructura molecular y del nivel de presidn aplicado, principalmente; si bien, factores como
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el pH y el contenido en agua del alimento (entre otras caracteristicas de la matriz), el
tiempo de retenciéon o la temperatura del tratamiento HHP, también van a influir. Cambios
estructurales que se induciran siguiendo una variacidon negativa del volumen (principio de
Le Chatelier); que, en algunos casos podrdn tener un caracter reversible, mientras que en
otros originaran nuevas estructuras estables

La compleja configuracidon macromolecular de las proteinas no se ve afectada en su
estructura primaria (unién peptidica de su secuencia de aminoacidos) por las presiones del
rango HPP; ya que la compresibilidad de los enlaces covalentes no resulta significativa a
presiones inferiores a 2 GPa . Sin embargo, las
estructuras secundaria, ternaria y cuaternaria de su estado nativo (distintos niveles de
orientacidn espacial resultantes de la interaccion global de sus atomos) si son susceptibles
de alteracidon mediante tratamiento HHP; pues tales 6rdenes estructurales se sustentan en
enlaces mucho mas débiles que las uniones peptidicas (enlaces de hidrégeno, disulfuro y
de Van der Waals, e interacciones electrostaticas e hidrofébicas)

La estructura secundaria de las proteinas se ve afectada con presiones superiores a
700 MPa; sin embargo, por encima de 200 MPa empiezan a desestabilizarse los enlaces que
sustentan la estructura ternaria . Sostenida
principalmente por interacciones hidrofdbicas, la estructura cuaternaria se muestra aun
mas sensible a la presién (100-200 MPa)

La presién rompe el equilibrio de fuerzas solvente-proteina, y ocasiona el colapso de
las cavidades intramoleculares (generalmente hidrofdbicas); forzando una redistribucién
de sus regiones anfifilicas, e induciendo cambios conformacionales que pueden ocasionar
el desdoblamiento de la proteina. Dado que la funcionalidad bioldgica de las proteinas esta

vinculada a su estructura ternaria, cuando ésta se altera hasta el punto de afectar a su
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funcionalidad, se dice que la proteina se ha desnaturalizado. No obstante, esta capacidad
del procesado HHP para alterar de forma sustancial las propiedades funcionales de los
biopolimeros puede representar una excelente herramienta para obtener alimentos con
caracteristicas mejoradas (en sus propiedades gelificantes, humectantes, emulsionantes o
estabilizantes)

Las enzimas sélo son proteinas con capacidad para catalizar reacciones bioquimicas
muy especificas. Cada enzima muestra afinidad por un determinado tipo de moléculas, que
se denominan sustratos; sobre los cuales actua acelerando reacciones en que se generan
unos productos bien definidos. Esta actividad catalitica estd localizada en ciertas cavidades
tridimensionales de su estructura llamadas sitios activos; donde aminodcidos especificos
interaccionan con los sustratos induciendo la ruptura y formacion de enlaces que conducen
hasta los productos finales. Una vez completada la transformacién del sustrato, y liberados
los productos del sitio activo, como cualquier otro catalizador, la enzima recupera su estado
inicial, halldandose en disposicidn de comenzar un nuevo proceso catalitico

. Por tanto, como le sucede al resto de las proteinas, la modificacién de la
estructura ternaria de las enzimas afectara a su funcionalidad, dada la gran especificidad
conformacional de su sitio activo; el cual define y posibilita su actividad reactiva. De modo
gue, quimicamente, la inactivacién enzimdtica sélo es una variedad de desnaturalizacién
proteica

Esta actividad enzimatica, si bien puede promover reacciones deseables que suponen
una mejora cualitativa del alimento, a menudo conllevan una degradacion de la calidad y
la reduccion de la vida util del producto. Bajo una parametrizacién adecuada (100-300 MPa)
el procesado HHP puede potenciar la actividad de determinadas enzimas con diversos fines

(ablandamiento de carnes, eliminacién de alérgenos u obtencién de péptidos bioactivos,
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entre otros). Mientras que mayores niveles de presién pueden inactivar enzimas oxidativas
responsables de pardeamientos y decoloraciones, enranciamiento de grasas o desarrollo
de sabores enrarecidos (Gomez, y otros, 2021). La barorresistencia enzimatica resulta muy
variable: su estabilidad en un rango de presién y temperatura variara en gran medida de
los tipos y fuentes de enzimas. Su inactivacidon no sélo va a depender de la intensidad del
tratamiento (nivel de presion, temperatura y tiempo de retencidn), sino también de otros
factores como pueden ser la concentracidon enzimatica, pH vy salinidad del medio, y otras
caracteristicas de la matriz alimentaria (Oey, 2016). Sin embargo, se constata que una total
inactivacion de las enzimas oxidativas no se consigue con niveles de presidn inferiores a

900 MPa (Ghafoor, y otros, 2020).

PRESION TEMPERATURA TIEMPO INACTIVACION TIPO DE MATRIZ
PECTINMETILESTERASA 200 25 10 27.8 ZUMO DE TOMATE
TRIMETILAMINA-N-OXIDO DEMETILASA 300 20 20 75 CALAMAR
POLIGALACTURONASA 400 25 1.7 70 ZUMO DE TOMATE
POLIGALACTURONASA 500 20 13 89 TOMATE
PECTINMETILESTERASA 500 60 15 40 PIMIENTO VERDE
LIPOXIGENASA 550 25 15 100 ZUMO DE TOMATE
PEROXIDASA 600 40 15 91 ZANAHORIA
PEROXIDASA 600 50 30 70 KIWI
POLIFENOLOXIDASA 600 60 20 90 LICHI
HIDROPEROXIDO LIASA 650 25 15 80 ZUMO DE TOMATE
PROTEASA 650 55 10 60 LECHE DE OVEJA

TABLA 3. Barorresistencia orientativa de algunas enzimas

Adaptado de: (Oey, 2016)

Las altas presiones no afectan a los azlcares simples (monosacdridos y disacaridos).
Sin embargo, gliucidos de mayor complejidad como pectinas o almidones, por encima de
ciertos niveles de presion, pueden reducir su peso molecular y modificar sus propiedades
mecanicas y reoldgicas (aumentando sus capacidades viscoelasticas y estabilizantes) (Xie,
y otros, 2018). Los almidones, concretamente, estdn compuestos por dos polimeros de

glucosa de elevado peso molecular: amilopectina, polisacarido mayoritario (AP > 72%), de
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moléculas muy ramificadas y regulares, que presentan estructura cristalina (doble hélice)
en sus regiones lineales, y amorfa en sus ramificaciones; y amilosa en menor proporcion
(0% < AM < 28%), formada por cadenas lineales, esencialmente (Guignon, 2011). Ambos
polisacaridos se disponen en capas alternas de anidacidn concéntrica para formar granulos.
A presion atmosférica y temperatura ambiente ambas sustancias resultan insolubles en
agua (la amilopectina en menor medida). El proceso de gelificacion del almidén (ya sea
hiperbdrico o térmico) supone la solubilizacién en agua de sus componentes mediante un
incremento de presidn y/o temperatura. Mientras que, a temperatura ambiente, presiones
del orden de 400 MPa pueden inducir la gelificacion del almiddn, el aumento de la presion
ocasionara su gelificado a temperaturas decrecientes (Balakrishna, Wazed, & Farid, 2020).
Se constata que la estructura cristalina de la amilopectina se desestabiliza y gelificaa menor
presion que las cadenas de amilosa; por tanto, los granulos de almidén con una mayor
riqueza en amilosa resultardn mas resistentes a las altas presiones (Pei-Ling, Xiao-Song, &
Qun, 2010). Comparativamente, mientras que los geles de almidén obtenidos por calor
implican la completa destruccion del granulo, la gelificacién mediante presidn sélo provoca
su destruccidn parcial, proporcionando geles de menor viscosidad, y que absorben menos

cantidad de agua (Salazar, y otros, 2021).

SIN PROCESAR

ILUSTRACION 15. Efectos HPP (600 MPa, 3’) sobre los grdnulos de almiddn de patata

Adaptado de: (Pei-Ling, Xiao-Song, & Qun, 2010)
Los lipidos son las biomoléculas que muestran mayor sensibilidad estructural a los

tratamientos hiperbdaricos, dado que en su conformacidn las interacciones hidrofdbicas
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desempeiian un papel relevante; las cuales, segun se indicd anteriormente, resultan poco
estables frente a la compresién HHP. Esta promueve distribuciones atémicas de una mayor
compactacion (siguiendo el principio de Le Chatelier), lo que se traduce en un mayor grado
de solidificacion de las grasas, es decir, en un aumento de su temperatura de fusién (dicho

incremento, en el caso de los triglicéridos, es del orden de unos 10 °C por cada 100 MPa)

Sin embargo, el efecto de mayor trascendencia que provocan las altas presiones es,
sin duda alguna, la oxidacion lipidica. Proceso éste en que se involucran radicales y especies
reactivas del oxigeno, provocando la degradacion de la calidad nutricional y organoléptica
del alimento . En general, una energia de suficiente intensidad (en
el caso HHP, esencialmente mecanica) puede inducir en los lipidos bioldgicos la formacidn
de diversos radicales alquilo, originando una cadena de reacciones oxidativas. Fenémeno
éste, denominado peroxidacion lipidica, que tiene como principales productos perdxidos e
hidroperdxidos; los cuales a menudo resultan inestables y se transforman en compuestos
de menor peso molecular como aldehidos, cetonas o epdxidos . En el caso
particular del colesterol, se generan asimismo una serie de productos oxidativos llamados
oxisteroles. Todos ellos subproductos que implican un deterioro organoléptico y estructural
del alimento. Tales procesos de oxidacidn se ven acelerados tanto por catalizadores de tipo
bioldgico (enzimas lipasas y lipoxigenasas) como inorgdnico (iones metalicos liberados por
altas presiones: trazas de Fe, Ni y Cu, especialmente)

. Se constata que estos procesos oxidativos afectan en mayor medida a los
alimentos con un alto contenido en acidos grasos poliinsaturados; también se comprueba

gue por debajo de los 300 MPa el impacto de la oxidacion resulta poco significativo
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Por otra parte, el procesado HHP permite, en diferentes matrices alimentarias, una
aceptable preservacion de su contenido vitaminico (tanto de caracter hidrosoluble como
liposoluble). Evidencidandose que este tipo de tratamientos representan un método eficaz
para la extraccion de distintos componentes bioactivos, como carotenoides y compuestos
fendlicos
Generalmente, el sabor del alimento se ve poco afectado por las altas presiones. Si
bien, se puede reducir la concentracién de algunos de sus compuestos volatiles, asi como
incrementarse el nivel de ciertos volatiles asociados a la oxidacién lipidica (hexanal y otros
aldehidos caracteristicos de olores enranciados) . Por otra parte, el
color se modifica en distinta medida dependiendo del tipo de alimento: mientras que en
los productos musculares la desnaturalizacion proteica da lugar a coloraciones similares a
las de productos cocinados, la alteracién de los pigmentos vegetales resulta mucho menos
significativa (debiéndose ésta, principalmente, a fuga de enzimas por dafios en las paredes
celulares) . Asimismo, se evidencia que la textura de los tejidos
musculares puede transformarse por efecto de la presurizacién; tales cambios dependerdan
del nivel de presidn, de la temperatura, y de si el procesado HHP se lleva a cabo antes o
después del rigor mortis . Obteniéndose, en general, una
mejora en la jugosidad y la masticabilidad del alimento, asi como una disminucién de su
dureza en los tratamientos pre-rigor (a temperatura ambiente); un ablandamiento que, en
el caso post-rigor, puede requerir un procesado a mayor temperatura (Tupp > 60 °C)
. Estos cambios de textura se relacionan con la alteracion estructural de las
proteinas (desnaturalizacién, agregacién o gelificacion), la cual afecta a su capacidad de
retencidén de agua, parametro éste vinculado a la dureza, cohesividad y masticabilidad del

alimento; asimismo, en tales efectos se puede hallar involucrada la accién proteolitica de
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determinadas enzimas (como catepsinas lisosomales y calpainas) (Sikes & Warner, 2016).
Los cambios de textura en vegetales, sin embargo, tienen que ver con transformaciones en
los polimeros de sus paredes celulares, debido a la perturbaciéon de la permeabilidad celular
y la liberacién e interaccidn de enzimas, iones y metabolitos. Dado que los parametros del
tratamiento HHP condicionan la activacién o desactivacion de las enzimas, la alteracién de
la textura dependerd del tipo de tratamiento y del vegetal al que se aplique; produciendo,
por lo general, texturas de considerable firmeza y con aspecto humedecido (Oey, Lille, Van
Loey, & Hendrickx, 2008).

En definitiva, comparativamente, cualquier clase de deterioro o alteracién que pueda
inducir el tratamiento HHP sobre las propiedades sensoriales y la calidad nutricional del
alimento, siempre sera de menor consideracion que los ocasionados mediante los procesos

térmicos convencionales (Salazar, y otros, 2021).
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1.4. MICROBIOLOGIA ALIMENTARIA

Se exponen en esta seccidn una serie de generalidades referentes a distintos tipos de
microorganismos indeseables vinculados a los procesos alimentarios, tanto de caracter
alterante como patogénico. Se incluye, asimismo, un breve glosario caracterizador de las
bacterias patdgenas mas habituales en el procesado alimentario.

Previamente se presenta el recopilatorio legislativo que reglamenta el proceso de
transformacion de las elaboraciones pertenecientes a la V gama de alimentos; donde se
establecen los criterios microbioldgicos exigibles a este tipo de productos. Realizando,
finalmente, una revision de la normativa mas reciente acerca de nuevos alimentos, con el
fin de dilucidar si la aplicacion de tratamientos hiperbaricos (altas presiones hidrostaticas,
concretamente) a los productos pasteurizados sous vide requeriria la consideracidon de una

legislacién especifica.

1.4.1. NORMATIVA VIGENTE

Las elaboraciones sous vide que se realizan en este trabajo, se englobarian dentro del
grupo B de comidas preparadas (Real Decreto 3484/2000), bajo la denominacion: comidas
preparadas con tratamiento térmico.

Su proceso de produccion esta sujeto a diversa normativa, tanto de ambito estatal
como comunitario. Su reglamentacion queda establecida en las siguientes disposiciones:

1. Disposiciones nacionales:

= Real Decreto 3484/2000, de 29 de diciembre de 2000, por el que se establecen las

normas de higiene para la elaboracion, distribucion y comercio de comidas preparadas.



http://www.boe.es/boe/dias/2001-01-12/pdfs/A01435-01441.pdf
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» Real Decreto 1420/2006, de 1 de diciembre de 2006, sobre prevencion de la
parasitosis por anisakis en productos de la pesca suministrados por establecimientos que
sirven comida a los consumidores finales o a colectividades.

2. Disposiciones comunitarias:

» Reglamento (CE) n2 178/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 28 de enero
de 2002, por el que se establecen los principios y los requisitos generales de la legislacion
alimentaria, se crea la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y se fijan
procedimientos relativos a la seguridad alimentaria.

= Reglamento (CE) n2 852/2004, de 29 de abril de 2004, del Parlamento Europeo y del
Consejo, relativo a la higiene de los productos alimenticios.

» Reglamento (CE) n2 853/2004, de 29 de abril de 2004, del Parlamento Europeo y del
Consejo, por el que se establecen normas especificas de higiene de los alimentos de origen
animal.

» Reglamento (CE) n2 882/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril
de 2004, sobre los controles oficiales efectuados para garantizar la verificacion del
cumplimiento de la legislacion en materia de piensos y alimentos y la normativa sobre salud
animal y bienestar de los animales.

» Reglamento (CE) n? 1441/2007 de la Comisién de 5 de diciembre de 2007 que
modifica el Reglamento (CE) n2 2073/2005, relativo a los criterios microbioldgicos
aplicables a los productos alimenticios.

= Reglamento (CE) n2 2074/2005 de la Comisidn, de 5 de diciembre de 2005, por el
que se establecen medidas de aplicacion para determinados productos con arreglo a lo
dispuesto en el Reglamento (CE) n® 853/2004 y para la organizacion de controles oficiales

con arreglo a lo dispuesto en los Reglamentos (CE) n® 854/2004 y (CE) n° 882/2004, se
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introducen excepciones a lo dispuesto en el Reglamento (CE) n° 852/2004 y se modifican
los Reglamentos (CE) n2 853/2004 y (CE) n2 854/2004.

» Reglamento (CE) n2 2073/2005 de la Comisidn, de 15 de noviembre de 2005, relativo
a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios.

= Reglamento (CE) n2 1935/2004, de 27 de octubre de 2004, del Parlamento Europeo
y del Consejo, sobre los materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos
y por el que se derogan las Directivas 80/590/CEE y 89/109/CEE, de manera que se
garantiza que todos los materiales que se ponen en el territorio comunitario cumplen los
mismos requisitos de calidad.

» Reglamento (CE) n2 2023/2006, de 22 de diciembre de 2006, de la Comision, sobre
buenas prdcticas de fabricacion de materiales y objetos destinados a entrar en contacto con
alimentos.

» Reglamento (UE) n° 10/2011, de la Comision, de 14 de enero de 2011, sobre
materiales y objetos pldsticos destinados a entrar en contacto con alimentos.

Legislacién que, entre una gran diversidad de consideraciones, determina los criterios
microbioldgicos aplicables a este tipo de elaboraciones alimentarias. Principalmente, es el

Real Decreto 3484/2000 donde se recogen los siguientes limites:

LIMITES MICROBIOLOGICOS (UFC/g)

COMIDAS PREPARADAS CON TRATAMIENTO TERMICO

AEROBIOS ENTEROBACTERIAS 2 42 | Staphylococcus Listeria
: COLIFORMES Escherichia coli Salmonella spp
MESOFILOS aureus monocytogenes
NORMATIVA (lactosa positiva)
SATISFACTORIO <10* <10 <10
Real Decreto N 2 = Z AUSENCIA > AUSENCIA
3484/2000 ACERIRLE [10°,10°] [10,107] [10, 10%]
INACEPTABLE >10° > 10 #0 >10° #0
Reglamento CE 4
2073/2005 modificado | SATISFACTORIO <10
por CE
1441/2007 INSATISFACTORIO 210

TABLA 4. Criterios microbioldgicos comidas preparadas grupo B

Adaptacién de: (Real Decreto 3484/2000) y (Reglamento CE n2 1441/2007)
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Si bien, normativa posterior introduce alguna ligera modificacidn en los recuentos de
Listeria monocytogenes

No obstante, toda la reglamentacién precedente estd dirigida al tratamiento térmico
del producto, exclusivamente: un eventual tratamiento hiperbdrico posterior estaria fuera
de su marco legislativo. A este respecto, en 2015 se aprobd el Reglamento (UE) 2015/2283
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 25 de noviembre de 2015, relativo a los nuevos
alimentos, el cual modificaba el Reglamento (CE) n° 258/1997 del Parlamento Europeo y
del Consejo de 27 de enero de 1997, sobre nuevos alimentos y nuevos ingredientes
alimentarios. Normativa que, en principio, se debia aplicar a los alimentos sometidos a
tratamientos HPP (del inglés High Pressure Processing). Sin embargo, la Direccidon General
de Salud y Seguridad Alimentaria de la Comisién Europea publicé en 2018 una serie de
orientaciones , donde
se estipulaba que los tratamientos alimentarios con altas presiones estaban autorizados en
la Unidn Europea, y su aplicacidon no se hallaba sujeta a autorizacidn previa; ya que, en base
al Reglamento (UE) 2015/2283, un tratamiento novedoso tan sélo genera nuevos alimentos
cuando éste afecta a su composicidn o estructura, si produce una alteracién de su valor
nutricional o su metabolizacién, o incrementa su contenido en sustancias no deseables.

Efectos que, en ningln caso, se asocian a los tratamientos con altas presiones

Por tanto, la tecnologia HPP no se halla sujeta a ninguin tipo de autorizacion especifica
que se pueda derivar de la aplicacidn del Reglamento (UE) 2015/2283, relativo a los nuevos
alimentos; ya que se considera un procedimiento mecdanico de inactivacion microbioldgica.
Si algun Estado de la Unidn Europea decidiera regular su uso, debera mediar notificacién

previa a la Comision y al resto de Estados. En caso contrario, se asumira la autorizaciéon del
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procesado alimentario HPP (Documento de orientacion del Reglamento CE n? 852/2004,

2018).

1.4.2. MICROORGANISMOS ALTERANTES Y PATOGENOS

Entre los microorganismos indeseables que pueden colonizar un sustrato alimentario
se distinguen dos grupos: los denominados alterantes o deteriorantes, que desvirtdan las
caracteristicas sensoriales del producto, sin suponer riesgo para la salud; y los patégenos

gue, segun especies, pueden ocasionar dolencias de distinta gravedad (incluida la muerte).

1.4.2.1. AGENTES ALTERANTES

El deterioro de los alimentos es resultado de un proceso metabdlico que transforma
sus atributos sensoriales (olor, sabor, textura o color) de modo que resultan inaceptables,
desagradables o indeseables al ser humano. Una alteracién que, en el mejor de los casos,
implica un considerable coste econdmico. Tras estos cambios se hallan una gran variedad
de microorganismos, tanto eucariotas (levaduras y mohos) como procariotas (bacterias)
(Rawat, 2015).

Algunas levaduras pueden crecer en condiciones de bajo pH, altas concentraciones
de sal o azucar, presencia de conservantes y baja temperatura (Loureiro, 2000). Ciertas
especies, en géneros como Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Saccharomyces o
Dekkera, resultan muy fermentativas, generan biopeliculas, gases y malos olores, lo que se
traduce en una alta capacidad de deterioro de los alimentos; sin embargo, aunque menos
danosas que las anteriores, la relacion de levaduras alterantes resulta mucho mas extensa
(Wickerhamomyces, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Yarrowia, Kloekera,

Candida, Torulaspora, Rhodotorula...) (Maraz & Kovacs, 2014). Las levaduras no producen
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metabolitos toxicos; pudiendo crecer tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas
. Normalmente, muchas de ellas se encuentran en el aire o el agua; las frutas

y hortalizas suponen asimismo un importante reservorio, o incluso pueden ser transmitidas

por insectos; otras, sin embargo, entran en la cadena de procesamiento alimentario debido

a una manipulacidn inadecuada o a falta de higiene en equipos e instalaciones

Por su parte, los mohos pueden crecer en una amplia variedad de sustratos de muy
diversa naturaleza (grasos, proteicos o glucidicos), generando en el alimento una gran
actividad enzimatica que le ocasiona decoloracion, cambios estructurales, malos olores y
podredumbre. Las especies responsables de dichas alteraciones pertenecen a diferentes
géneros: Alternaria, Penicillium, Petromyces, Fusarium, Cladosporium, Claviceps, Eurotium
o Aspergillus . Sin embargo, ciertas especies de mohos,
a diferencia de las levaduras, si pueden generar sustancias téxicas: las micotoxinas. Bajo
este nombre se engloban mas de 300 sustancias con distinta estructura quimica; las mas
relevantes en el ambito de la seguridad alimentaria son los grupos compuestos por
aflatoxinas, fumonisinas, tricotecenos y ocratoxinas; generadas por especies de los géneros

Penicillium, Fusarium Claviceps, y Aspergillus

Entre las bacterias, exceptuadas las patégenas que se presentaran separadamente,
existen diversos grupos con capacidad deteriorante.

Por el tipo de alimentos objeto de este trabajo (envasados al vacio), acaso el tipo de
bacterias deteriorantes de mayor importancia sea el grupo de las acidolacticas. Se trata de
organismos con morfologia cocoide o bacilar, grampositivos, no esporulados, anaerobios o

aerotolerantes, con gran capacidad de crecimiento en matrices proteicas (carne y pescado)
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en un ampliorango de pH (Parra Huertas, 2010). Los géneros vinculados habitualmente con
el deterioro de los alimentos son Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Carnobacterium,
Pediococcus y Oenococcus. Existiendo en los cuatro primeros géneros diversas especies con
capacidad para crecer a temperaturas de refrigeracion (especies psicrétrofas) (Bjorkroth,
2010).

Otro grupo de bacterias con numerosas especies alterantes lo forma el orden de las
Enterobacterales: un heterogéneo conjunto de bacilos gramnegativos con respiracion
anaerdbica facultativa, que entre sus distintas familias incluye patdgenos tan conspicuos
como Salmonella, Shigella o Yersinia (Pérez Guerrero, Galan Sanchez, Gutiérrez Saborido,
& Guerrero Lozano, 2014). Entre los géneros que conforman el subgrupo de las bacterias
coliformes (Escherichia, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella) (Madigan, Martinko, Dunlap
& Clark, 2009), se hallan numerosas especies deteriorantes (también alguna patégena), que
pueden generar aminas bidgenas (histamina, principalmente), viscosidad superficial, gases
y olores fétidos, sabores enrarecidos y putrescencia. Diferentes alteraciones que otros
géneros de este grupo también pueden ocasionar (Raoultella, Hafnia, Proteus, Serratia o
Erwinia, entre otros). En general, este tipo de bacterias se hallan ampliamente distribuidas
en una gran diversidad de habitats: superficies, agua, vegetales, heces, tractos respiratorio
e intestinal de mamiferos... Ubicuidad ésta que, junto a su respiracién anaerobia y al hecho
de que ciertos géneros (en particular los coliformes) sean capaces de crecer a temperaturas
de refrigeracién (Baylis, 2006), convierte a los productos sous vide en un sustrato muy
adecuado para su crecimiento.

Otros géneros bacterianos relacionados habitualmente con el deterioro alimentario
son Pseudomonas, Shewanella y Xanthomonas. Se trata de tres géneros taxondmicamente

relacionados. Todos son bacilos gramnegativos con respiracion aerdbica (facultativa en el
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caso de Shewanella y alguna especie de Pseudomonas). Se encuentran presentes en gran
diversidad de entornos. A menudo, estos géneros actuan asociativamente en procesos de
biodegradacién aerdbica: putrescencia de vegetales, procesos de protedlisis y lipdlisis en
carnes, pescados y productos lacteos (que se traducen en degradacién de tejidos, malos

olores y limos superficiales). (Liao, 2006).

1.4.2.2. PRINCIPALES PATOGENOS ALIMENTARIOS

A continuacién, a modo de glosario, se compendian las 15 bacterias patdgenas o
productoras de toxinas mas habituales susceptibles de causar enfermedades asociadas al
consumo de alimentos:

= 1. Bacillus cereus.

Se trata de un bacilo grampositivo esporulado, anaerobio facultativo muy extendido
en una gran variedad de medios: agua, polvo, superficies, materias primas de origen
vegetal y animal... (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark, 2009). A pesar de ser un
microorganismo mesoéfilo (entre 28 y 35 °C es su rango térmico de mayor crecimiento),
existen cepas capaces de crecer a temperaturas de refrigeracion (T = 4 °C), y en un amplio
rango de pH (4.5-9.3) (Bouétard & Santos Hernandez, 2009). Asimismo, sus esporas se
muestran muy resistentes, no sélo a tratamientos térmicos, sino también a irradiaciones y
otras técnicas de higienizacion (Martino Zagovalov, Leyva Castillo, & Puig Pefia, 2008). Este

bacilo produce dos tipos de enterotoxinas termorresistentes: la toxina emética y la toxina

1 En dicho glosario no se incluye Coxiella burnetii, cocobacilo aerobio altamente infeccioso causante de una patologia conocida con el nombre de fiebre Q
(Francoise, 2010); cuya transmisidn, en diversa literatura, se asocia con productos lacteos no pasteurizados (si bien, como transmision de baja probabilidad).
A este respecto, la EFSA se pronuncié en 2010 declarando que no se disponia de evidencias cientificas que constataran esta posibilidad (EFSA, 2010);
sefialando como vias de transmision: contacto con animales infectados, inhalacién de bioaerosoles o picaduras de artrépodo. Por otra parte, los protocolos
del Centro Nacional de Epidemiologia vigentes actualmente tampoco consideran la transmisién alimentaria (CNE: Instituto de salud Carlos I11, 2013).

Por tanto, en base a lo anterior, en el presente trabajo se considerara que la fiebre Q es causa de una infeccién de transmisién no alimentaria.
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diarreica. La primera se produce durante la fase de crecimiento bacteriano en el propio
alimento, ocasionando un cuadro de nduseas y vomitos; mientras que la variante diarreica
es generada en el intestino del huésped, tras la ingestién y desarrollo de formas vegetativas
o de resistencia, originando dolores abdominales y diarreas (Cortés-Sanchez, Diaz-Ramirez,
& Salgado-Cruz, 2017).

Los alimentos potencialmente colonizables por este patégeno resultan muy variados:
todo tipo de elaboraciones a base de carnes, pescados, vegetales, cereales y derivados
lacteos; con una especial incidencia en elaborados de arroz, pastas y otros carbohidratos
(EFSA, 2016). En general, la toxiinfeccién de Bacillus cereus se asocia a productos que han
recibido tratamiento térmico tras el cual aun persisten esporas residuales; esporas que no
tardan en germinar si el enfriamiento del producto se realiza a temperatura ambiente.
Condiciones en las que este patdgeno prolifera con gran facilidad, dada la total ausencia de

competidores (Martino Zagovalov, Leyva Castillo, & Puig Pefia, 2008).

2 Brucella spp

» 2. Brucella spp.

Se trata de un cocobacilo gramnegativo, meséfilo (su crecimiento éptimo se produce
en un rango de temperaturas entre 20y 40 °C, y a un pH entre 6.6 y 7.4); es no esporulado
y posee respiracidn estrictamente aerobia (Freer & Castro-Arce, 2001).

Este género posee 10 especies; cuatro de las cuales resultan patégenas para el ser
humano: B. melitensis, cuyo principal reservorio es el ganado ovino y caprino; B. abortusy
B. suis huéspedes del ganado vacuno y porcino, respectivamente; y, por ultimo, B. canis,
cuyo hospedador es el perro (Alvarez-Hernandez, Diaz-Flores, & Ortiz-Reynoso, 2015).

La especie B. melitensis es la mas virulenta en humanos. La dosis infectiva necesaria

es realmente baja: entre 10-100 células del microorganismo. La brucelosis, también
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conocida como fiebres de Malta, presenta un periodo de incubacién muy variable (entre 5
y 60 dias), y una sintomatologia inespecifica en la que pueden darse astenia, fiebre,
escalofrios, artralgia, sudoracidn, cefaleas... (CNE: Instituto de salud Carlos Ill, 2013).

La infeccion puede transmitirse mediante la ingestion de alimentos contaminados:
principalmente, leche y derivados lacteos que no han recibido pasteurizacién o tratamiento
higienizante equivalente, asi como productos carnicos (ovino, caprino, vacuno y porcino)
poco cocinados. Infeccidon ésta que también puede propagarse por aerosoles, a través de
las mucosas, e incluso de abrasiones cutdneas (Alvarez-Hernandez, Diaz-Flores, & Ortiz-
Reynoso, 2015).

» 3. Campylobacter spp.

Género que engloba 17 especies de bacilos gramnegativos no esporulados, entre las
cuales las especies C. jejuniy C. coli son las que mas frecuentemente guardan relacién con
enfermedades humanas (OMS, 2013).

Se trata de microorganismos meséfilos, con una temperatura dptima de crecimiento
entre 37 y 42 °C (no crecen por debajo de 30 °C), y un rango de pH entre 6.5y 7.5; la mayor
parte de sus especies son microaeréfilas, si bien se adaptan a condiciones aerobias
mediante la formacion de peliculas o biofilms (Di Pillo & Sotomayor, 2017).

Se muestra especialmente sensible a condiciones de baja actividad de agua y a
radiacion UV. No crece en alimentos, pero puede persistir en ellos durante largos periodos.
Aunque se puede hallar en diferentes entornos, se encuentra principalmente en el tracto
digestivo de mamiferos y aves. Habitualmente, llega hasta los alimentos a través de una
evisceracion poco cuidadosa de los animales portadores (Martin de Santos, Cepeda Saez,

Herrera Marteache, & Martinez Lépez, 2012).
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Segln muestra el grafico 1, la campilobacteriosis representa, con diferencia, la
toxiinfeccién mas frecuente en la Unidn Europea (seguida de la salmonelosis). Tras un
periodo de incubacién habitual de entre 1 y 3 dias, la infeccion por Campylobacter cursa
con gastroenteritis aguda, que se manifiesta con dolor abdominal severo y diarreas, entre
otros sintomas (Martin de Santos, Cepeda Sdez, Herrera Marteache, & Martinez Lopez,
2012).

Entre los alimentos con un mayor potencial de transmisidn se hallan las carnes (aves,
especialmente; también porcino y vacuno) a las que no se aplica un tratamiento térmico
de suficiente intensidad (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark, 2009). En menor medida,
lacteos sin pasteurizar, comidas preparadas y otros alimentos con deficiente higienizacion,
también pueden ser el origen de esta infeccidon (Martin de Santos, Cepeda Saez, Herrera

Marteache, & Martinez Lopez, 2012).
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GRAFICO 1. Principales zoonosis en EU 2019
Obtenido de: (EFSA & ECDC, 2021)
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+ Clostridium botulinum

= 4. Clostridium botulinum.

Esta especie posee morfologia bacilar y es anaerobia estricta. Se trata de
microorganismos grampositivos, esporulados y generadores de toxinas

; de crecimiento mesdfilo (rango 6ptimo de temperaturas entre 25y 35
°C), en unos margenes de pH que van de moderadamente 4acido a ligeramente alcalino
(entre 4.5 y 8.0). Si bien, algunas cepas de la especie pueden presentar crecimiento
psicrotrofo.

Existen siete tipos de toxina botulinica, cuatro de ellos (tipos A, By E; mds raramente
el F) son responsables del botulismo en humanos. Estas toxinas son termolabiles (T 2 85 °C,
durante 5’). El botulismo de transmisién alimentaria supone la ingestiéon de un alimento
donde alguna de estas toxinas se halle presente. Las neurotoxinas botulinicas cursan con
sintomas de letargia y pardlisis muscular descendente (desde el craneo hacia abajo), hasta
imposibilitar la respiracion, pudiendo llegar a provocar la muerte por asfixia. Sintomas que
se manifiestan entre 12 y 36 horas después de ingerir la toxina. También es posible contraer
la enfermedad por ingestién de esporas (botulismo intestinal, generalmente infantil), o
bien por el desarrollo de esporas en heridas. Esporas, por otra parte, muy resistentes
(Tinactvacen = 121 °C, durante 10°)

El reservorio de C. botulinum es muy amplio, sus esporas se pueden encontrar tanto
en suelos y aguas como en el tracto intestinal de diversos animales. Dada la ubicuidad de
sus esporas y el metabolismo anaerobio de sus formas vegetativas, los alimentos asociados
a este tipo de intoxicaciones son, principalmente, conservas y productos envasados al vacio

, cuyo procesado térmico permite

esporas residuales (de germinacién postratamiento).
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Clostridium perfringens

» 5. Clostridium perfringens.

Aligual que C. botulinum, esta especie la forman bacilos grampositivos y esporulados.
Sin embargo, a diferencia del primero, C. perfringens tolera una reducida presencia de
oxigeno (microaerdfilo). Genera numerosas toxinas; tipificandose la especie (tabla 4) en
base a la produccion, o no, de sus cuatro principales toxinas (alfa, beta, épsilon e iota)
(Morris & Fernandez-Miyakawa, 2009). Su crecimiento éptimo se produce en un rango de
temperaturas entre 32 y 40 °C (Bouétard & Santos Hernandez, 2009), y con un pH préoximo

a neutro (6-7).

TOXINAS
Alfa Beta Epsilon lota
C. perfringens tipo A & - = =
C. perfringens tipo B + + .
C. perfringens tipo C + S = "
C. perfringens tipo D + - + =
C. perfringens tipo E + - - -

TABLA 5. Clasificacion de C. perfringens por produccion de toxinas

Obtenido de: (Morris & Fernandez-Miyakawa, 2009)

Esta especie se halla enormemente extendida: suelos, materia en descomposicion,
aguas residuales o el tracto intestinal de distintos animales, tanto terrestres como marinos,
son algunos de sus reservorios (Morales-Ramirez, 2010). La intoxicacidn con este patégeno,
en general produce una gastroenteritis (dolor abdominal, diarreas y nauseas); si bien, en
determinados casos puede revestir mayor gravedad, ocasionando enteritis necrosante y
septicemia. Se precisa una ingestion muy elevada de células vegetativas (del orden de 108)
para que se produzca la intoxicacién. Bajo las condiciones de bajo pH del aparato digestivo,
las formas vegetativas se ven forzadas a esporular, proceso al que se asocia la segregacion

de toxinas (EFSA, 2005).
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Al tratarse de una especie tan ubicua, puede encontrarse en una gran diversidad de
alimentos. Su presencia suele ser indicador de falta de higiene o manipulacién defectuosa.
Generalmente, se asocia con alimentos que no han recibido tratamiento térmico (lacteos
sin pasteurizar o vegetales frescos), o de insuficiente intensidad (carnes pocos cocinadas;
especialmente, carnes rojas y aves). Sin embargo, dada la gran resistencia de sus esporas,
puede proliferar en todo tipo de elaboraciones que tras su terminacion se dejan enfriar a
temperatura ambiente (Martino Zagovalov, Leyva Castillo, & Puig Pena, 2008).
™ w6, Cronobacter sakazakii.

En diversa literatura se denomina a esta especie Enterobacter sakazakii (renombrada
en 2007). Se trata de un bacilo gramnegativo, facultativamente anaerobio, no esporulado
y que no genera toxinas (Gurtler, Kornacki, & Beuchat, 2005). Su temperatura éptima de
crecimiento se sitla entre 37-43 °C; sin embargo, puede crecer desde los 6 °C hasta 45 °C
(Lujdn Medina, Loredo Trevifio, & Noe Aguilar, 2014).

Esta especie muestra una gran resistencia a condiciones de muy baja humedad. De
hecho, este microorganismo ha adquirido una gran relevancia como responsable de
numerosas infecciones transmitidas mediante preparados en polvo para lactantes (OMS-
FAO, 2004). Tales infecciones pueden llegar a provocar en hospedadores con un sistema
inmunitario poco robusto, como neonatos y lactantes, enfermedades tan graves como
meningitis, abscesos cerebrales, enterocolitis necrosante y septicemia; que alcanzan tasas
de mortalidad que van del 40 al 80% (Petrola, Martinez, Tomé, Luigi, & Rojas, 2013). Si bien
su presencia en la leche deshidratada ha originado los casos mas graves, este patdgeno ha
sido aislado en alimentos muy diversos: cereales, especias, vegetales frescos, huevos,

quesos o carnes (Cetinkaya, Joseph, Ayhan, & Forsythe, 2013).

120




INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL

Escherichia coli

= 7. Escherichia coli.

La precision de las técnicas que emplea la taxonomia actual provoca una permanente
reclasificacion de especies y grupos taxondmicos. Buena prueba de la profundidad de esta
de esta revision es el orden de las Enterobacterales: en Brock (122 ed., 2009) (Madigan,
Martinko, Dunlap, & Clark, 2009) lo componen 44 géneros pertenecientes a una sola familia
(Enterobacteriaceae). No obstante, otras fuentes mas actualizadas (base de datos del NCBI)
muestran que el referido orden estd compuesto por 77 géneros distribuidos en 9 familias

(sin considerar incertae sedis ni candidatus) (NCBI, 2021).

ORDEN ENTEROBACTERALES

Enterobacteriaceae

1 Alterococcus
2 Arsenophonus
3 Brenneria

4 Buchnera

5 Budvicia

6 Buttiauxella

7 Calymmatobacterium

8 Cedecea

9 Citrobacter
10 Edwardsiella
11 Enterobacter

12 Erwinia

13 Escherichia
14 Ewingella
15 Hafnia

16 Klebsiella
17 Kluyvera

18 Leclercia
19 Leminorella
20 Moellerella
21 Morganella
22 Obesumbacterium

23 Pantoea

24 Pectobacterium
25 Phlomobacter
26 Photorhabdus
27 Plesiomonas

28 Pragia

29 Proteus

30 Providencia

31 Rahnella

32 Raoultella

33 Saccharobacter

34 Salmonella
35 Samsonia

36 Serratia

37 Shigella

38 Sodalis

39 Tatumella
40 Trabulsiella
41 Wigglesworthia
42 Xenorhabdus
43 Yersinia

44 Yokenella

ORDEN ENTEROBACTERALES

Bruguierivoracaceae

Budviciaceae

Erwiniaceae

Hafniaceae

1 Biostraticola
2 Bruguierivorax
3 Sodalis

Morganellaceae

1 Budvicia

2 Jinshanibacter
3 Leminorella

4 Limnobaculum
5 Pragia

Pectobacteriaceae

1 Buchnera

2 Erwinia

3 Izhakiella

4 Kalamiella

5 Mixta

6 Pantoea

7 Phaseolibacter
8 Rosenbergiella
9 Tatumella

10 Wigglesworthia

Thorselliaceae

1 Edwardsiella

2 Enterobacillus

3 Hafnia

4 Obesumbacterium

Yersiniaceae

1 Arsenophonus
2 Cosenzaea

3 Moellerella

4 Morganella

5 Photorhabdus
6 Proteus

7 Providencia

8 Xenorhabdus

1 Acerihabitans
2 Brenneria

3 Dickeya

4 Lonsdalea

5 Pectobacterium
6 Samsonia

1 Coetzeea
2 Thorsellia

1 Chania

2 Chimaeribacter
3 Ewingella

4 Gibbsiella

5 Nissabacter

6 Rahnella

7 Rouxiella

8 Serratia

S Yersinia

Enterobacteriaceae

1 Atlantibacter

2 Buttiauxella

3 Cedecea

4 Citrobacter

5 Cronobacter

6 Edaphovirga

7 Enterobacter
8 Escherichia

9 Franconibacter
10 Jejubacter

11 Klebsiella

12 Kluyvera

13 Kosakonia

14 Leclercia

15 Lelliottia

16 Mangrovibacter
17 Metakosakonia
18 Phytobacter

19 Pluralibacter

20 Pseudescherichia

21 Pseudocitrobacter
22 Raoultella

23 Salmonella

24 Scandinavium

25 Shigella

26 Shimwellia

27 Siccibacter

28 Superficieibacter
29 Trabulsiella

30 Yokenella

Adaptado de:
(Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark, 2009)

Adaptado de: (NCBI, 2021)

TABLA 6. Evolucidn taxondmica
del orden Enterobacterales
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Perspectiva taxondmica que permite constatar que la especie Cronobacter sakazakii
(patdgeno anterior en este listado) se ha escindido ciertamente del género Enterobacter,
permaneciendo, no obstante, en la familia Enterobacteriaceae; y, por el contrario, géneros
como Hafnia, Proteus, Pectobacterium, Yersinia o Serratia, se han diferenciado en distintas
familias. Por otra parte, dado que los criterios microbioldgicos de la normativa aplicable a
comidas preparadas de tipo B (entre las que se incluyen las elaboraciones sous vide) limita
explicitamente la concentracion de bacterias coliformes permitida en el alimento (inferior
a 100 ufc/g), convendria siquiera una resefia? aclaratoria acerca de este grupo, ya que no
existe un consenso claro sobre qué géneros lo integran. De modo que la categorizacién por
familias de la tabla 5 puede ayudar a una mejor caracterizacion de los géneros susceptibles
de formar parte de dicho grupo (los cuatro géneros mas habituales se muestran en rojo).

Entre las coliformes, sin duda, Escherichia coli es la especie mds representativa (da
nombre al grupo) y también la mas peligrosa.

Se trata de un bacilo gramnegativo mesdfilo (su rango éptimo de crecimiento se halla
entre 35 y 40 °C, aunque puede crecer hasta 7 °C en un amplio intervalo de pH, desde 4.4
hasta 10). Como el resto de bacterias del grupo, posee respiraciéon anaerobia facultativa y
no genera esporas. La mayoria de las cepas resultan inofensivas; de hecho, esta especie es
huésped habitual del tracto intestinal del ser humano, por lo que representa un indicador
genuinamente fecal asociado a deficiencias higiénicas en la manipulacion alimentaria. Sin
embargo, determinadas cepas de E. coli resultan patdgenas; algunas de las cuales producen

potentes enterotoxinas . Segun el mecanismo

2 Las bacterias coliformes son bacilos gramnegativos, no esporulados, con respiracién anaerobia facultativa y capacidad para fermentar la lactosa a una
temperatura entre 35y 37 °C en 24 horas con acidificacion del medio y produccién de CO,; resultando, asimismo, oxidasa negativas

. Habitualmente, en el grupo de las coliformes se incluyen los géneros Enterobacter,
Klebsiella, Escherichia y Citrobacter pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.
Si bien, hay autores que excluyen a Citrobacter, debido a la lentitud de su proceso fermentativo; otros autores, por el contrario, incorporan al grupo géneros
como Serratia o Pectobacterium.
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de su patogenicidad se distinguen seis patotipos

1. E. coli enterohemorrégica o verotoxigénica (EHEC o VTEC)

2. E. coli con adherencia difusa (DAEC)

3. E. coli enteroagregativa (EAEC)

4. E. coli enteroinvasiva (EIEC)

5. E. coli enteropatogénica (EPEC)

6. E. coli enterotoxigénica (ETEC)

El primero se conoce también como E. coli productora de toxina Shiga, o E. coli STEC
(de su acrénimo ingles Shiga-toxin producing Escherichia coli). Toxina que puede producir
desde una leve diarrea hasta un cuadro de colitis hemorragica, caracterizado por dolores
abdominales y diarreas sanguinolentas, que puede ocasionar distintas afecciones, entre
ellas un fallo renal agudo (sindrome urémico hemolitico).

El principal reservorio de esta especie es el tracto intestinal de mamiferos (rumiantes,
especialmente) y aves; sin embargo, pueden persistir en el medio ambiente durante largo
tiempo y bajo condiciones desfavorables, lo que posibilita su proliferacidn en diversos tipos
de alimentos (frutas, hortalizas y productos lacteos). El ser humano, como se ha indicado,

puede representar un importante vector de transmisién

Por tanto, esta intoxicacién resulta potencialmente transmisible a través de cualquier
alimento manipulado sin observar unas adecuadas medidas de higiene; especialmente,
productos elaborados con carne picada, cuyo tratamiento térmico no alcanza intensidad
suficiente, leche y derivados lacteos sin pasterizar o vegetales crudos (en particular, brotes

de semillas germinadas).
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= 8. Francisella tularensis.

ncisella tularensis

Este patdgeno es uno de los agentes mas infecciosos que se conocen: la dosis que se
requiere para la infeccién humana es enormemente baja (25 bacterias por inhalacion de
bioaerosoles; sélo 10 mediante inyeccidén subcutanea)

. Por tanto, este patégeno se considera un agente susceptible de ser empleado en
bioterrorismo (categoria A: agentes de alta prioridad)

Se trata de un cocobacilo gramnegativo mesofilo (su crecimiento éptimo se produce
a temperaturas en torno a 37 °C, y en un rango de pH entre 6.8 y 7.3), no esporulado y con
respiracion estrictamente aerobia . Origina una patologia llamada
tularemia, también conocida como enfermedad de Ohara o fiebre de los conejos. Especie
de la cual se conocen dos subespecies patdgenas: F. tularensis y F. tularensis holartica;
resultando mucho mas virulenta la primera. Hasta el momento, en Espafia sélo se ha
detectado la variedad holartica . Dicha enfermedad presenta diversa
sintomatologia: fiebre elevada, escalofrios, malestar general, dolor articular y muscular,
cefaleas, rinitis y dolor de garganta; que pueden ir acompafiados de trastornos intestinales,
como vomitos y diarreas

Esta bacteria se ha aislado en un gran nimero de mamiferos salvajes, principalmente
lagomorfos (conejos y liebres) y roedores; en ganado ovino y porcino, asi como en animales
domeésticos. También puede infectar aves, anfibios y peces; siendo vectores de transmisién
distintos artrépodos (garrapatas, pulgas, tdbanos, mosquitos...)

La principal via de transmision es el contacto con animales infectados (con sus heces
o cadaveres). Sin embargo, es posible el contagio por ingestién de carne con tratamiento

térmico insuficiente, o incluso de agua contaminada. Asimismo, se han producido casos de
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infeccidn por manipulacion de carne de caza (desollado y descuartizado de los animales).
Representando un importante factor de riesgo la presencia de heces de roedores en las
zonas de elaboracién o almacenamiento de alimentos (CCAES, 2013). Aunque esta bacteria
se muestra resistente a la congelacidon, mediante un tratamiento térmico relativamente

suave (56 °C, durante 30’) se consigue su inactivacién (Rodriguez Ferri, 2, 2000).

» 9. Listeria monocytogenes.

2 Listeria monocytogenes

Se trata de un bacilo grampositivo, mesdfilo (crecimiento dptimo en un rango térmico
de 30-37 °C), de respiracion aerobia facultativa y que no genera esporas. Muestra una gran
resistencia en condiciones muy variadas: tolera altas concentraciones salinas, pudiendo
incluso crecer (halotolerancia); soporta la deshidratacién y la congelaciéon, manteniendo su
crecimiento a temperaturas de refrigeracion (psicrotolerancia) (Martino Zagovalov, Leyva
Castillo, & Puig Pefa, 2008); adaptandose también a un amplio intervalo de pH (desde 4.3
hasta 9.6) (CNE: Instituto de salud Carlos IIl, 2013).

Precisamente, la versatilidad este patégeno le confiere una enorme ubicuidad. En
general, se puede hallar en cualquier medio (tierra, suelos, vegetacion, agua, materia fecal,
superficies, paredes...); asimismo, representan un reservorio aves y mamiferos infectados
(tanto salvajes como de abasto). Por otra parte, su capacidad para crear biofilms le permite
sobrevivir prolongadamente sobre superficies pulidas, como acero, poliéster, cerdmica o
vidrio (habituales en las instalaciones de produccién alimentaria) (CNE: Instituto de salud
Carlos I, 2013).

Igualmente amplio resulta el conjunto de alimentos susceptibles de transmitir este
patdgeno. No obstante, la mayor parte de los brotes de listeriosis apunta a manipulaciones

alimentarias de higiene inadecuada (contaminacion cruzada o procesado defectuoso). De
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modo que, si bien cualquier alimento crudo o con escaso tratamiento térmico (vegetales,
lacteos sin pasteurizar, carnes y pescados poco cocinados...) entraia riesgo de infeccidn, la
mayor parte los casos tienen su origen en productos que sufren algun tipo de manipulacion
posterior a su tratamiento térmico: fiambres loncheados, vegetales procesados en frio,

comidas preparadas sin pasteurizar, quesos frescos no higienizados...

Generalmente, esta enfermedad reviste escasa gravedad en adultos sanos (posibles
vomitos y malestar abdominal, dolor de cabeza o fiebre). Sin embargo, en el caso de adultos
inmunocomprometidos o con avanzada edad, embarazas y neonatos, la infeccion puede
cursar con fiebres elevadas, cefaleas, vémitos y diarreas, lesiones cutaneas, e incluso con
septicemia o graves afecciones del sistema nervioso central (como meningoencefalitis o
meningitis). Durante el caso de las embarazadas, la infeccidon puede transmitirse al feto por

via transplacentaria

» 10. Mycobacterium spp.

o Hubo un tiempo taxondmico en que el género Mycobacterium se hallaba compuesto
Unicamente por dos espantosas especies: Mycobacterium leprae (o bacilo de la lepra) y
Mycobacterium tuberculosis (o bacilo tuberculoso) . Debido
a la expansion del conocimiento, actualmente tales especies resultan menos temibles, y en
dicho género se catalogan 97 especies; entre las que se encuentra un taxén que bajo el
nombre Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) agrupa las 2822 variantes conocidas
de esta especie, causante de la enfermedad de la tuberculosis

El taxdn MTC o complejo M. tuberculosis lo integran organismos que presentan una

homologia en su ADN superior al 95% ; entre el gran numero
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de variantes de este grupo se podrian destacar M. tuberculosis africanum, M. tuberculosis

bovis, M. tuberculosis caprae, M. tuberculosis microti y M. tuberculosis pinnipedii

Se trata de bacilos grampositivos, no esporulados y estrictamente aerobios. Su rango
de crecimiento comprende temperaturas que van desde 25 a 45 °C, y valores de pH entre
4y 8. Se muestran resistentes a la desecacién y la congelacién, pudiendo sobrevivir durante
meses en condiciones ambientales sin radiacidn solar .Sonreservorios de este
patdgeno diversos tipos de mamiferos, tanto salvajes como de abasto (especialmente,

ganado vacuno, ovino y caprino), e incluso los animales domésticos

La transmisién alimentaria de esta infeccidn se suele producir, principalmente, por la
ingestion de leche sin tratamiento térmico o derivados lacteos no pasteurizados; en menor
medida, a causa de la ingestion de alimentos contaminados por manipuladores portadores
de este patdgeno o por contaminaciones cruzadas. La infeccién con M. tuberculosis por via
alimentaria presenta localizacién extrapulmonar, pudiendo cursar inicialmente con fatiga,
pérdida de peso, dolores articulares y musculares, y derivar en diversos tipos de afecciones

(cutaneas, pulmonares, éseas, linfaticas o meningeas)

» 11. Salmonella spp.
e Este género, como se ha visto, pertenece a la extensa familia Enterobacteriaceae; con
la que comparte sus caracteristicas generales: morfologia bacilar, tincion de Gram negativa,
no esporulado y respiracidén aerobia facultativa . Su

crecimiento requiere temperaturas comprendidas entre 5 y 47 °C (con un valor dptimo en

torno a 37 °C), y condiciones de pH muy variables (intervalo 3.8-9.5, con valor éptimo 7.7)
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(Hernandez-Dominguez, Hernandez-Anguiano, Chaidez-Quiroz, Rendéon-Sanchez & Suslow,
2008).

La actual clasificacion de este género diferencia 2 especies: S. bongoriy S. enterica.
Esta Ultima agrupa 7 subespecies; una de las cuales, S. enterica enterica (de la que se han
descrito casi un millar de serotipos), es causante de la practica totalidad de las infecciones
alimentarias producidas por este género (especialmente, las serovariedades Enteritidis y
Typhimurium) (ACSA & UAB, 2021).

Salmonella spp es huésped habitual del tracto intestinal de diversos animales: aves,
ganado vacuno y porcino, y animales domésticos. Por tanto, sus heces, las contaminaciones
cruzadas derivadas del eviscerado de animales de abasto, y la contaminacién enddgena de
los huevos representan las principales vias de infeccién. En consecuencia, son alimentos
susceptibles de provocar salmonelosis todo tipo de elaboraciones a base de carne, leche o
huevo que no reciban un tratamiento término de suficiente intensidad (65-70°C) (Madigan,
Martinko, Dunlap, & Clark, 2009); o productos vegetales regados con aguas contaminadas,
si se consumen crudos y no se realiza una adecuada desinfeccién (ACSA & UAB, 2021).

La salmonelosis puede presentar distintas formas clinicas: desde una gastroenteritis
(causada, principalmente, por los serotipos Typhimurium y Enteritidis); una fiebre entérica,
bien sea tifoidea o paratifoidea (debido a las variedades Typhi y Paratyphi); o incluso una
infeccion sistémica invasiva (producida por el tipo Choleraesuis) (Martino Zagovalov, Leyva

Castillo, & Puig Pefia, 2008).

» 12. Shigella spp.
Como el anterior, este patdgeno también pertenece a la familia Enterobacteriaceae;

se trata, por tanto de un bacilo gramnegativo con respiracidon anaerobia facultativa y no
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esporulado. Puede crecer en un rango térmico que va de 6 a 47 °C (con una temperatura
Optima de 37 °C), y en un amplio intervalo de pH (entre 4.8 y 9.3) (ACHIPIA, 2018).

En este género se distinguen 4 especies: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei;
todas ellas patogénicas para el ser humano. El principal reservorio es el tracto intestinal del
ser humano; por tanto, su transmision alimentaria esta asociada con manipulaciones de
higiene precaria y contaminaciones cruzadas (Martino Zagovalov, Leyva Castillo, & Puig
Pena, 2008).

Generalmente la shigelosis cursa con fiebre, fatiga, dolor abdominal y diarreas; sin
embargo, este cuadro se agrava considerablemente cuando es la especie S. dysenteriae la
gue ocasiona la infeccién, ya que ésta es capaz de generar la enterotoxina Shiga (similar a
la que producen los serotipos E. coli STEC), que puede originar un sindrome hemolitico-

urémico (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark, 2009).

» 13. Staphylococcus aureus.
somenars. O€ trata de un organismo grampositivo, de morfologia cocoide, facultativamente
anaerobio, mesdfilo y no esporulado. Puede crecer entre 7 y 48 °C (con temperatura 6ptima
en torno a los 37 °C), y en un amplio intervalo de pH (desde 4 a 10, con valores 6ptimos
entre 6 y 7). Asimismo, esta especie tiene la capacidad de producir varios tipos de toxinas
termoestables en el alimento contaminado (Rey Rodriguez, y otros, 2011).

S. aureus puede sobrevivir en condiciones muy diversas, por lo que puede hallarse en
numerosos sustratos: aire, agua, suelo, residuos, superficies...; no obstante, su principal
reservorio son los animales, incluido seres humanos. Este patdgeno puede colonizar con
relativa facilidad mucosas, piel o cabello (entendiendo por colonizacion el desarrollo de un

microorganismo en un hospedador sin provocar infeccién o reaccion inmune) (Rodriguez
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Tamayo & Jiménez Quiceno, 2015). Por tanto, cualquier tipo de alimento es susceptible de
resultar contaminado con este patdgeno a través de una manipulacidon poco cuidadosa.
Especialmente peligrosos son aquellos productos que se manipulan tras su procesamiento
térmico o, tras éste, sufren un enfriamiento lento (a temperatura ambiente); ya que si el
microorganismo encuentra las condiciones para producir toxinas en el alimento, éstas no
se podran eliminar mediante ningun tipo de tratamiento (\Vadigan, Martinko, Dunlap, &
Clark, 2009).

Entre los distintos tipos de toxinas que puede generar S. aureus, comunmente, las
gue se asocian a toxiinfecciones alimentarias son las enterotoxinas estafilocdcicas. Tras la
ingestidn del alimento intoxicado, con un margen de pocas horas, se produce un cuadro de
gastroenteritis, cuyos sintomas mas habituales son hipotensién arterial, nduseas, vomitos

y diarreas (Martino Zagovalov, Leyva Castillo, & Puig Pefia, 2008).

= 14. Vibrio spp.
e Existen varias especies de este género que pueden resultar patdgenas para el ser
humano. Entre las mas perniciosas se podrian destacar V. cholerae, V. parahaemolyticus y
V. vulnificus. Todos ellos son bacilos gramnegativos, haldfilos, facultativamente anaerobios
y no esporulados (Martino Zagovalov, Leyva Castillo, & Puig Pefia, 2008). Asimismo, son
organismos mesdfilos, cuyo crecimiento se produce a temperaturas entre 10 y 43 °C (con
valores éptimos en torno a 37 °C), y un rango de pH que va de 5 a 9.6 (con un valor éptimo
de 7.6) (Rodriguez Ferri, y otros, 2012).
Este género se halla muy extendido en ecosistemas acuaticos, tanto de agua dulce

como salada. A menudo, ejerce comensalismo sobre distintos tipos de animales marinos,

moluscos y crustaceos especialmente. Asimismo, puede sobrevivir de forma prolongada en
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aguas con contaminacién fecal (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark, 2009). Por tanto, las
toxiinfecciones que ocasiona este patdgeno estaran asociadas principalmente a productos
del mar (pescado, moluscos y crustaceos) que no han recibido un tratamiento térmico de
suficiente intensidad antes de su consumo. También es posible la infeccidn por ingestion
de agua contaminada con el patégeno (Rodriguez Ferri, y otros, 2012).

La infeccion con V. cholerae produce la enfermedad del célera. Una vez ha llegado la
bacteria al intestino segrega la toxina colérica, que ocasiona un cuadro caracterizado por
nauseas y vomitos, seguidos de diarreas masivas (acuosas y blanquecinas), que dan lugar a
una rapida deshidratacidon. Analogamente, en la infeccion con V. parahaemolyticus, la
gastroenteritis es producida por la toxicidad de las hemolisinas que segrega esta especie;
patologia que cursa con dolores abdominales, vomitos, fiebre y diarrea acuosa (Rojas Ruiz,

Mufoz Zurita, Garate Vélez, Gonzdlez Montesinos, & Del Pozo Gonzdlez, 2013).

» 15. Yersinia enterocolitica.

El género Yersinia pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Posee varias especies

rocolitica

gue resultan patdgenas para el ser humano; sin embargo, sélo dos de ellas llegan a producir
enfermedades de transmisidn alimentaria: Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis. Se
trata de bacilos gramnegativos, con respiracién anaerobia facultativa, psicrotrofos y no
esporulados. Pueden crecer en un intervalo térmico que va de -1 a 42 °C (con temperaturas
Optimas entre 25y 32 °C), y en un extenso rango de pH (entre 4.2 y 10, con valores éptimos
en torno a 7.6) (ELIKA, 2013).

El cerdo representa el principal reservorio de este patégeno; no obstante, también
se puede hallar en otros animales de abasto (vacuno, ovino, caprino, e incluso aves); muy

a menudo se encuentra en el tracto intestinal de animales domésticos (Madigan, Martinko,
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Dunlap, & Clark, 2009). Por tanto, los alimentos cominmente asociados a infecciones con
Yersinia son elaboraciones carnicas (de cerdo, especialmente) cuyo tratamiento térmico no
alcanza temperatura de seguridad; asimismo, podria vincularse a leche y derivados lacteos
no pasteurizados, y agua no tratada (Santos Buelga, y otros, 2018). Las elaboraciones a base
de huevo crudo o con un tratamiento térmico reducido (mahonesas, cremas, helados...),
comidas preparadas envasadas al vacio o en MAP, u otras elaboraciones susceptibles de
sufrir contaminacidn posterior a su coccidon, poseen un riesgo implicito siempre que subsiga
su almacenamiento refrigerado, dado el caracter psicréfilo de este patdégeno (ELIKA, 2013).

La yersiniosis se muestra mads agresiva en nifios y personas de avanzada edad; puede
presentar diversos cuadros clinicos, sin embargo, la gastroenteritis resulta el mas habitual.
Patologia de diversa intensidad que cursa con fiebre, dolores abdominales y diarreas, con

frecuencia hemorragicas (Santos Buelga, y otros, 2018).
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1.5. CALIDAD MICROBIOLOGICA vs CALIDAD GASTRONOMICA

Para concluir la introduccién, esta ultima seccién agrupa una serie de epigrafes de
diversa indole temadtica. Dicha misceldnea pretende aportar cierta completitud a este
capitulo introductorio.

Conforme a los antecedentes expuestos a lo largo de la introduccidn, esta seccién se
inicia con la concrecidn de una hipdtesis de trabajo; a la que sigue una breve argumentacion
justificativa de la combinacidn de técnicas de barrera que se aplica en este estudio. Lo que
enlaza con un informe de la situacion que atraviesa la tecnologia de procesado con altas
presiones hidrostaticas en el sector alimentario.

El ultimo epigrafe presenta resumidamente unos apuntes sobre metodologias de

evaluacion sensorial.

1.5.1. UNA HIPOTESIS DE TRABAJO

En todo esfuerzo investigador, ya esté impulsado por una acuciante necesidad o por
pura satisfaccidon del conocimiento, siempre subyace el afan de mejorar.

Tanto los trabajos cuyas conclusiones llegan a cambiar el mundo, como aquellos que
no conducen hasta ningun resultado positivo, todos comparten un origen en cierto modo
semejante: una apreciacién, una conjetura, a veces, sélo una sospecha poco coherente,
surgida de un contexto inexplicable, problematico o, simplemente, perfectible.

Desde esa percepcion germinal, se produce la ideacién de una serie de suposiciones
gue, presumiblemente, debieran conducir hacia el objetivo que se perseguia (explicacion,

solucién o adelanto); cuya veracidad o validez habria que constatar, en cualquier caso. Tal
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es, en sintesis, la diacronia de un proceso de investigacion; la serie de suposiciones que lo
vertebran se conocen como hipdtesis de trabajo.

Es momento de suponer.

Actualmente, segln se ha indicado, la coccién sous vide es una técnica muy extendida
en el ambito de la restauracién comercial. Dicha técnica persigue, primordialmente, una
significativa mejora de la calidad gastrondmica de las elaboraciones; algo que se obtiene a
expensas de una reduccion de intensidad en el tratamiento térmico que se aplica al
alimento.

Reduccion térmica que lleva aparejada, inevitablemente, un detrimento a ponderar
en la tasa de higienizacion del producto. Realizar esta ponderacion, sin embargo, a menudo
no resultara ni facil ni fiable.

Habria que definir, en primer lugar, las condiciones mas probables en que se realizan
este tipo de elaboraciones: un régimen productivo con grado de estandarizacién limitado
0 poco relevante, con un sistema de aprovisionamiento de materias primas orientado a la
estacionalidad o la oferta de mercado, y donde el factor humano juega un papel primordial
en la manipulacién y preelaboracion de géneros en crudo, a menudo, en unas instalaciones
infradimensionadas. Generalizacién ésta que podria englobar a buena parte de las cocinas
de restauracion directa.

En tales condiciones, se podria presumir que los limites entre la minimizacidn térmica
de la coccion sous vide y una defectuosa calidad microbioldgica, no siempre van a resultar
suficientemente claros.

Situacion que aun puede generar mayor incertidumbre en ciertas formulaciones: tal
es el caso de aquellas modalidades de coccidn sous vide que se realizan muy por debajo del

umbral térmico de seguridad (Ts, << 65 °C); donde toda la fiabilidad microbiolégica queda
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depositada en una deseable irrelevancia de la carga microbiana inicial de la materia prima,
y en la esperanza de su modélica manipulacién en frio. Eventualidades de cuestionable
solidez, que dejan margen a la desconfianza; que en ninguln caso ofrecen absoluta garantia
de inocuidad.

Este horizonte de riesgo induce a una averiguacion diversa:

Genera una duda razonable acerca de la seguridad de alguna de las modalidades de
esta técnica de cocinado; e insta, por tanto, a una evaluacion de su peligrosidad potencial
en condiciones promedio. En la presentacién de la metodologia sous vide (epigrafe 1.2.8)
esta incertidumbre de cardcter genérico ya se planteaba mediante diferentes interrogantes
especificos.

Por otra parte, cuando la minoracién del tratamiento térmico afecte sensiblemente
al equilibrio entre una maxima preservacion de las cualidades organolépticas del producto
y su adecuada calidad microbiolégica, habria que valorar otras opciones de higienizacién.
La combinacidn sinérgica de distintos tratamientos puede resultar una alternativa eficaz,
siempre que se elija convenientemente qué tipo de procesos se asocian.

Existe, como se vera seguidamente, una gran diversidad de técnicas que se emplean
en la conservacidn alimentaria. Seria deseable, en este caso, que la coccidn sous vide se
complementara con algun tratamiento que presente una importante capacidad germicida
y, a la par, no implique un menoscabo significativo de las caracteristicas sensoriales de la
elaboracién culinaria.

Acaso, una de las opciones que pueda ofrecer mejores resultados sea el tratamiento
con altas presiones hidrostaticas. Su eleccidn, entre muchas posibles, se argumentara al

menos brevemente en el epigrafe siguiente (1.5.2).
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Finalmente, habrd que constatar la validez de la solucién propuesta, mediante una
estimacion de la medida en que se ve influenciada la calidad microbioldgica y sensorial del

producto bajo distintas parametrizaciones del tratamiento hiperbarico.

1.5.2. UNA COMBINACION ENTRE MUCHAS POSIBLES

Segun se ha visto, las opciones que permite actualmente la tecnologia en el ambito
de la conservacién alimentaria son bastante numerosas. Si se considera, ademas, que la
metodologia de combinacidn de barreras se fundamenta, precisamente, en la asociacion
sinérgica de dos o mas técnicas, el nimero de posibilidades que arroja tal combinatoria es
elevadisimo.

No obstante, una combinacion apropiada exige cierto grado de complementariedad
entre las técnicas empleadas y el tipo de producto a que se apliquen. En el caso concreto
de las elaboraciones sous vide, que buscan por definicién un minimo deterioro de la calidad
gastrondmica, resultaria contraproducente su asociacion con cualquier técnica que reduzca
dicha calidad. Asimismo, cualquier técnica que se conjugue con la coccion sous vide debera
compensar la presumible debilidad de ésta: su calidad microbioldgica.

Un tratamiento adicional con altas presiones hidrostaticas acaso represente una de
las soluciones mas simples, limpias y efectivas, de cuantas permita concebir la abundante
combinatoria de la tecnologia de barreras.

Distintas particularidades sugieren la idoneidad de esta opcién:

Se trata de una alternativa simple; en cuanto a que requiere un Unico tratamiento
adicional (en contraposicién a posibles combinaciones que involucran barreras multiples).
Un hecho que, junto a su reducido tiempo de aplicacion (pocos minutos), se traduce en

mayor operatividad.
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Simplicidad ésta que, por otra parte, aporta mayor contraste y nitidez a las relaciones
causa-efecto; esto es, permitird determinar como influye la variacién de los parametros del
procesamiento hiperbarico en la calidad final del producto (sin interferencia o afectacion
de variables de otros tratamientos).

Es una técnica estrictamente mecanica; por tanto, no incorpora al alimento ningin
tipo de aditivo o residuo indeseable. Tampoco ocasiona modificaciones estructurales de
consideracién, por lo que su impacto global sobre la calidad sensorial del producto debe
resultar poco significativo.

Y, por supuesto, esta técnica posee una contrastada capacidad de inactivacion de
formas vegetativas de todo tipo de microrganismos.

Por otra parte, la considerable expansién que ha experimentado esta tecnologia en
los ultimos afios evidencia una creciente accesibilidad; lo que permite presumir que pronto
pueda convertirse (si no lo es ya) en una opcion factible para la restauracién comercial (por
costes y volumen).

La situacién actual del procesado HHP (en Espafia, especialmente) se revisara en el

siguiente epigrafe.

1.5.3. TECNOLOGIA HPP: ACTUALIDAD Y TENDENCIAS

Hace sdlo una década el procesado con altas presiones se consideraba una tecnologia
emergente; en la actualidad, las cifras de produccion evidencian que este tipo de procesos
ha alcanzado una fuerte implantacién en la industria alimentaria.

A finales de 2019 se hallaban operativos en todo el mundo 550 equipos industriales
de alta presidn destinados al procesado alimentario (con capacidades entre 35y 525 dm3;

sin contabilizar equipos I+D), con un volumen total de presurizacidon de unos 130000 litros.
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Cuya produccion en 2018 ascendid a un valor de casi 12 mil millones de euros; estimandose
que en 2023 dicha cifra puede incrementarse hasta alcanzar los 23 mil millones de euros

(Gonzalez-Angulo, Serment-Moreno, Queirds, & Tonello-Samson, 2021).

EXPANSION DEL PROCESADO INDUSTRIAL HHP
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GRAFICO 2. Expansién del procesado industrial HHP : nimero de lineas productivas (escala mundial)

Adaptado de: (Gonzélez-Angulo, Serment-Moreno, Queirds, & Tonello-Samson, 2021)
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GRAFICO 3. Tecnologias no térmicas mds empleadas en 2020

Adaptado de: (Khouryieh, 2021)

En ultima instancia, la expansion que ha experimentado la tecnologia HPP se sustenta

en la percepcion general que tiene el consumidor sobre este tipo de productos; los cuales
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se suelen asociar con un menor grado de procesamiento y ausencia (o contenido inferior)
de aditivos y conservantes; identificandose, en definitiva, con alimentos mas saludables,
frescos y naturales. Una favorable percepcién que situd al procesado HHP a la cabeza de
las tecnologias no térmicas empleadas por la industria alimentaria en 2020 en los Estados

Unidos de América (Khouryieh, 2021).

TECNOLOGIA HPP POR SECTORES 2020
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GRAFICO 4. Tecnologia HPP por sectores (distribucién mundial 2020)

Adaptado de: (Gonzalez-Angulo, Serment-Moreno, Queirds, & Tonello-Samson, 2021)

Expansion que simultaneamente ha supuesto una diversificacidn de las aplicaciones
de esta tecnologia. Hace unos aios los alimentos tratados eran mayoritariamente liquidos
y la finalidad del tratamiento esencialmente higienizante, en la actualidad se procesan todo
tipo de alimentos: carnes, pescados y mariscos, frutas y hortalizas, comidas preparadas...
(Grdfico 4), con propdsitos muy distintos (incremento de la vida util, efectos texturizantes,
activacion de enzimas o promover procesos fermentativos). Entre la creciente diversidad
de aplicaciones del procesado HHP se encuentran: la extraccién de carne de crustaceos y

apertura de moluscos bivalvos, o shucking (Martinez, y otros, 2017), (Ye, y otros, 2021)




INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL
(véase llustracion 16); estabilizacién microbioldgica de cervezas (Santos, Oliveira, Ferreira,
& Rosenthal, 2017); reduccion de sulfitos y estabilizacion de vinos (Van Wyk, Farid, & Silva,
2018); alimentos infantiles y para neonatos (Kultur, y otros, 2018); comida para mascotas
(Neshovska, Shindarska, & Kirov, 2020); fermentacién de alimentos mediante bacterias
probidticas (Mota, y otros, 2018); o la higienizacidon de algas sin reduccidn de aw (Del Olmo,

Picdn, & Nunez, 2020).

ILUSTRACION 16. Extraccién de carne de marisco mediante HPP

Obtenido de: www.shediaclobster.ca

Segun el Grdfico 4, en 2020 un 19 % del volumen productivo total HPP correspondié
al sector maquila (o tolling). Nombre con que se conoce la subcontrata o arrendamiento
de servicios de procesado HHP a pequenos productores por parte de la empresa propietaria
del equipo; un modelo de explotacién que posibilita el acceso a esta tecnologia a empresas
incipientes o cuyo volumen de negocio no permite grandes inversiones.

A finales de 2019, unas 50 empresas en todo el mundo ofrecian servicio maquila
HPP; de las cuales, 6 de ellas lo hacian en Espafia (véase Tabla 7) (Gonzalez-Angulo,
Serment-Moreno, Queirds, & Tonello-Samson, 2021). Nimero éste que se habia
incrementado a 10 en abril de 2021 (véase Tabla 8). Una rapidez en la evolucion de las

cifras que da cuenta del gran auge que experimenta esta tecnologia.
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COMPANIA WEBSITE PAIS
Longfresh http://www.longfresh.com.au/ Australia
HiFood Tec https://hifoodtec.be/ Belgium
HPP services https://hppservices.be/ Belgium
Aquabar https://www.aquabar.bg/ Bulgary
HPP services Canada https://www.hppservicescanada.com/ Canada
HPP West Coast http://www.hppwestcoast.com/ Canada
Natural HPP https://naturalhpp.com/ Canada
Alta HPP services http://www.altahpp.com/ Chile
Natural safe http://www.naturalsafe.cl Chile
Carpo http://carpofoods.com.co/ Colombia
HPP center https://www.hppcentre.fr/ France
HPP Atlantique https://hppatlantique.fr/ France
HPP Deutschland https://hpp-deutschland.de/ Germany
High pressure process Tolling https://www.hpptolling.com/ Ireland
HPP Italia https://www.hppitalia.com/ Italy
SterilParma http://www.sterilparma.com/ Italy
HPP food Mexico https://www.hppfoods.mx/ Mexico
Fruity line https://fruity-line.nl/ The Netherlands
Pascal processing https://www.pascalprocessing.com/ The Netherlands
WLNA http://www.wlna.com.sg/ Singapore
HPP South Africa http://sahpp.co.za/ South Africa
Accua HPP solutions https://www.accuahpp.com/ Spain
APA processing http://apaprocessing.com/ Spain
Fruselva http://www.fruselva.com/ Spain
Idro http://idro.es/ Spain
Itacyl http://www.itacyl.es/ Spain
MRM http://www.mrm.es/ Spain
Woo Yang http://www.foodkorea.com/ South Korea
HPP Nordic http://hppnordic.se/ Sweden
HPP competence https://hppcompetence.ch/ Switzerland
KFS http://www.kfs-foodtech.com/ Taiwan
Smart foods solutions https://www.sfoods.ae/ UAE
Deli 24 http://deli24.co.uk/ United Kingdom
Sunmagic https://sunmagic.co.uk/ United Kingdom
;s American pasteurization company https://www.americanpasteurizationcompany.com/ USA
Dora’s natural http://www.dorasnaturals.com/ USA
Fresh advantage http://www.fresherpressure.com/ USA
Green plant http://www.greenplant.com/ USA
HPPLA https://hpplosangeles.com/ USA
HPP food services https://www.hppfs.com/ USA
HPP fresh Florida https://www.hppfreshflorida.com/ USA
Hydrofresh HPP https://hydrofreshhpp.com/ USA
Great Lakes HPP http://greatlakeshpp.com/ USA
Intermountain HPP https://intermountainhpp.com/ USA
Lineage https://www.lineagelogistics.com/ USA
Maryland packaging https://marylandpackaging.com/ USA
Nutrifresh https://www.nutrifreshservices.com/ USA
Texas food solutions http://texasfoodsolutions.com/ USA
True fresh https://truefreshhpp.com/ USA
Universal pure https://universalpure.com/ USA
Vincent Giordiano http://www.vgiordano.com/ USA

TABLA 7. Empresas con servicio tolling en 2019 (por paises)

Adaptado de: (Gonzalez-Angulo, Serment-Moreno, Queirés, & Tonello-Samson, 2021)
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COMPANIA WEBSITE PROVINCIA
1 Accua HPP solutions https://www.accuahpp.com/ Elgdibar (Guipuzcoa)
2 Anfaco-Cecopesca http://www.anfaco.es/ Vigo (Pontevedra)
3 APA processing http://apaprocessing.com/ Barcelona
4 Citytex http://cicytex.juntaex.es/ Guadajira (Badajoz)
s Comercial Logistica Calamocha https://www.comerciallogistica.com Teruel
6 Frumaco http://www.frumaco.com/ Vélez-Malaga (Malaga)
7 Fruselva http://www.fruselva.com/ La Selva del Camp (Tarragona)
8 Idro http://idro.es/ Getafe (Madrid)
9 Itacyl http://www.itacyl.es/ Valladolid
10 MRM http://www.mrm.es/ Mdstoles (Madrid)

TABLA 8. Empresas con servicio tolling en Espafia 2021

Elaboracién propia a partir de: (Gonzalez-Angulo, Serment-Moreno, Queirés, & Tonello-Samson, 2021 y www.hiperbaric.com)

HIPERBARIC 525 IN BULK

HIPERBARIC 525 IN PACK

ILUSTRACION 17. Equipos HPP fabricados por Hiperbaric

Obtenido de: (Gonzalez-Angulo, Serment-Moreno, Queirds, & Tonello-Samson, 2021)

Entre los principales fabricantes de equipos de altas presiones a escala industrial se
hallan Hiperbaric (Burgos, Espafia), UHDE High-Pressure Technologies (Hagen, Alemania) y
Avure Technologies (Vasteras, Suecia) (Ghafoor, v otros, 2020). La empresa espafiola, en
concreto, ha experimentado un fuerte crecimiento en los ultimos anos: a finales de 2014
habia instalado 140 equipos, mientras que actualmente supera los 300 (lo que supone en

torno a un 50 % de cuota de mercado). Su maquinaria opera en los cinco continentes,
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siendo una de las pocas empresas del sector que cuenta con las certificaciones necesarias
para la instalacion de maquinas en cualquier pais del mundo (Balasubramaniam, Barbosa-
Canovas, & Lelieveld, 2016). Hiperbaric fabrica equipos de distinta volumetria (con camaras
de presurizacion desde 55 a 525 dm3) de produccidn envasada (in pack); cuenta también
con equipos de procesado de liquidos granel (in bulk), cuyo modelo con mayor capacidad
(1050 dm?) alcanza una produccién de 8000 litros/hora (véase llustracién 17).

La creciente implantacion de esta tecnologia no sélo supone una mayor accesibilidad,
sino también un abaratamiento. Una estimacidn de costes de procesado HPP publicada en
2016 (Balasubramaniam, Barbosa-Canovas, & Lelieveld, 2016), donde se incluyen gastos de
amortizacidn de equipo, costes energéticos y de mantenimiento, bajo una parametrizacién
de procesado de 600 MPa y 3 minutos de retencién, con un aprovechamiento del volumen
de camara de un 60 %, usando el equipo de mayor productividad (cdmara de presurizacion
de 525 dm3), ofrece como resultado unos 7 céntimos de euro por kilogramo de alimento;
coste que se duplica en caso de emplear el equipo de menor capacidad (cdmara de 55 dm3).
Los diferentes costes segun la capacidad del equipo utilizado se detallan en la siguiente

tabla:

VOLUMEN CAMARA DE PRESURIZACION (dm’)
55 120 135 300 420 525

COSTE PROCESADO HHP (£/kg) 0,140 0,102 0,117 0,079 0,074 0,071

TABLA 9. Estimacion de costes de procesado HPP segun capacidad del equipo
Obtenido de: (Balasubramaniam, Barbosa-Canovas, & Lelieveld, 2016)
En una estimacién de costes de procesado publicada mas recientemente (Gonzalez-
Angulo, Serment-Moreno, Queirds, & Tonello-Samson, 2021), con igual parametrizacion

gue el caso anterior (600 MPa, con 3’ de tiempo de retencion), considerando consumo de
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energia, desgaste de maquinaria y amortizacion en 10 aios, con sélo un aprovechamiento
del volumen de cdmara del 50 %, en un equipo que opera 16 horas al dia durante 300 dias
al afo, el gasto por kilogramo de alimento supone 0,05 € en el equipo de mayor capacidad
(cdmara de 525 dm3) y 0,11 € en el equipo mas pequefio (cdmara de 55 dm3); estimacién
gue, como en el caso anterior, no incluye mano de obra. Unos costes de procesado que, en
general, resultan inferiores a los costes de envasado.

Dado que los costes de procesado resultan asequibles, y que el precio de un equipo
HPP oscila entre 500000 € y 2500000 € (segun la capacidad de su cdmara de presurizacion)
(Balasubramaniam, Barbosa-Canovas, & Lelieveld, 2016), inversién considerable, aunque
asumible por ciertas empresas de restauracion colectiva (medianos y grandes caterings),
especialmente si parte de esa inversién se rentabiliza mediante tolling, podria ocurrir que
el nimero de empresas maquiladoras continde en aumento v, al igual que ya sucedié con
otras tecnologias, el procesado HHP rebase el estricto dmbito de la industria alimentaria
para volverse accesible a voliUmenes de produccidn mucho mas modestos.

Un escenario factible, acaso bastante cercano.

1.5.4. INICIACION AL ANALISIS SENSORIAL DE ALIMENTOS

El analisis sensorial es una disciplina que, mediante metodologia cientifica, persigue
una evaluacion, interpretacién o medida de los estimulos que provocan en el consumidor
las propiedades de los alimentos; considerada esta percepcion globalmente, a través de
todos sus sentidos (Stone & Sidel, 2004).

Esta ciencia trata de establecer una vinculacidon cuantitativa y especifica entre los
atributos de los alimentos y la percepcién que el individuo tiene de ellos. Para ello, combina

métodos de evaluacién conductual con la observacién y la cuantificacion de las respuestas
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humanas . Como disciplina, el andlisis sensorial surge de la
necesidad de conocer el grado de aceptacién que tienen los productos, o cudl es la calidad
de éstos en opinién del consumidor

En este proceso de cuantificacién se emplean un conjunto de técnicas que intentan
minimizar, si no eliminar, cualquier posible efecto de sesgo o condicionamiento en la
percepcion y respuesta del consumidor. Procurando, asimismo, una evaluacién separada
de los distintos atributos de los alimentos, de modo que la informacién obtenida posea un
mayor nivel de concrecidn y, por tanto, mayor utilidad en la investigacion alimentaria y el
desarrollo de productos . Unainformacién de gran importancia
que la industria alimentaria utiliza desde las primeras etapas de disefio de sus productos; y
que no solo se aplica a la innovacion de su oferta, sino también en otros ambitos del
proceso productivo: ya sea la optimizacidn de alimentos existentes en el mercado (de modo
que su calidad no deje de satisfacer las expectativas del consumidor)

, la evaluacién de posibles mejoras en su sistema de produccion (con el fin de reducir
costes), o una estimacion cualitativa de vida util (para valorar el deterioro que sufren sus
propiedades organolépticas con el tiempo)

La percepcidon no es un fendmeno idéntico y universal; antes bien, cada individuo
posee una forma peculiar de percibir. Esta singularidad en la manera de sentir atributos y
sucesos, sumativamente, hace que no haya dos sujetos con la misma representacion del
mundo. Diferenciacidon que se acentua con las especificidades circunstanciales de cada
individuo (educacién, entorno social y cultural, estilo de vida, etc). Fisiolégicamente, la
percepcion consiste en la transmisidn nerviosa de informaciones que captan los receptores
sensoriales; una vez en el cerebro, los estimulos son decodificados e interpretados. Es en

este proceso de interpretacion donde el sujeto anade a la informacién recibida sus propias
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asociaciones psicoldgicas; incorporando una carga de subjetividad a la informacién. En este
hecho reside la importancia del entrenamiento de los miembros de un panel de cata: cada
uno de sus juicios seran inevitablemente interpretaciones personales, de las que habrdn

aprendido a separar la mayor parte de su aportacién individual y subjetiva

Precisamente, una de las metas mas ambiciosas de esta disciplina es el desarrollo de
un método absolutamente objetivo para la valoracidn de las caracteristicas organolépticas
de los alimentos. En el andlisis sensorial, el factor humano aun no ha podido ser sustituido
por técnicas instrumentales: no existe ninguna tecnologia capaz de reproducir la amplitud
y sensibilidad de la percepcion (aspecto, textura, aroma, sabor...) de un panelista bien
entrenado . El andlisis sensorial de alimentos requiere que los
juicios de los paneles de cata resulten veraces, sensibles y reproducibles

, SOlo asi se dispondra de una informacion fiable sobre la calidad del producto (o qué
grado de aceptacién puede recibir por parte del consumidor), y cuales son sus atributos
sensoriales mejor valorados

Segun los objetivos de la prueba, en la evaluacidn sensorial se distinguen dos tipos
de técnicas: analiticas y heddnicas (también denominadas afectivas). Entre las analiticas, a
su vez, se hallan las pruebas descriptivas y discriminativas. En cada uno de estos tipos, la
seleccion de los evaluadores se lleva a cabo atendiendo a criterios diferentes

. Estas metodologias de andlisis sensorial, compendiosamente, presentan
las siguientes caracteristicas:

» Técnicas descriptivas. Esta modalidad de andlisis es la que presenta un mayor grado
de sofisticacion y, por tanto, la que requiere jueces con una mejor preparacién: mientras

gue en otros tipos de pruebas se debe emitir un Unico juicio como resultado global de la
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percepcion, en las pruebas descriptivas se deben emitir numerosos juicios por producto en
una escala compleja. Con este tipo de técnicas se pretende cuantificar con qué intensidad
se perciben cada una de las propiedades organolépticas de un producto; obteniendo asi su
completa y precisa descripcién sensorial. La informacién que suministran permite mapear
diferencias y semejanzas entre productos, establecer relaciones causales y dilucidar qué
atributos contribuyen en mayor medida a la aceptacién del producto
» Técnicas de discriminacién. Esencialmente, el propdsito de estas pruebas es tratar
de determinar la existencia de diferencias perceptibles entre dos muestras de alimentos.
En ciertos casos, se tratard de una valoracion estrictamente cualitativa (existe o no existe
diferencia), y en otros cuantitativa (estimacion de su importancia o magnitud). Los subtipos
mas habituales son las comparativas (ya sean simples o multiples) y las de ordenamiento
.Una vez se hadeterminado la diferencia entre productos,
se podrian realizar otras pruebas de naturaleza descriptiva para identificar donde radica la
diferencia de los productos; pero en ningun caso los test discriminatorios debieran incluir
preguntas sobre preferencias
» Técnicas heddnicas o afectivas. Este tipo de pruebas suponen la formulacién de
juicios simples, que emiten evaluadores no entrenados. Son pruebas que albergan bastante
subjetividad, y que reportan una informacidon muy limitada; por lo que precisan, en general,
una adecuada interpretacion. Pueden plantear una mera disyuncion (agrado o rechazo de
un producto), una preferencia comparativa (cual de los productos comparados se prefiere),
o incluso un test de escalado (valoracion numérica de distintos productos comparados)
. La evaluacion de caracter hedonico, habitualmente, se orienta hacia
una estimacién estadistica del grado de aceptacion que podria generar un determinado

alimento en un consumidor promedio
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2. OBJETIVOS

Considero un triste reflejo de nuestra civilizacion el hecho de que
podamos medir la temperatura de la atmdsfera de Venus y, sin
embargo, no sepamos qué ocurre en el interior de un soufflé.

Nicholas Kurti (1969)
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Si bien en distintos epigrafes de la introduccién precedente ya se apuntan buena
parte de los propdsitos capitales de este trabajo, seguidamente se procede a explicitar con
mayor orden y detalle los objetivos que lo fundamentan.

Esencialmente, el objetivo general del presente trabajo estriba en un analisis de la
correlacién existente entre la calidad gastronémica y la calidad microbiolégica de distintos
alimentos elaborados mediante coccidn sous vide (en diversas modalidades), asi como en
una evaluacidon de la medida en que estas calidades se ven afectadas cuando dichos
tratamientos térmicos se combinan con algun tipo de procesamiento hiperbarico.

Concretamente, este amplio propdsito alberga diversos objetivos especificos, que a
continuacion se enumeran:

1. Ya que en este género de cocciones la preservacion de la calidad organoléptica

del alimento se consigue mediante una significativa disminucién de la intensidad
térmica del procesado (muy considerable segin qué modalidades SV), se plantea

una estimacion de la tasa de higienizacidon que se alcanza en productos SV de
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variada naturaleza (vegetal, carne y pescado); realizando dichas elaboraciones a
partir de materias primas de | gama en unas condiciones iniciales promedio®.

La eficacia higienizante del procesamiento térmico se dilucida, en cada caso,
mediante la cuantificacién de la vida util del producto (la cual se realiza conforme
a la normativa vigente aplicable a este tipo de alimentos preparados).

Se propone, asimismo, un estudio comparativo de cdmo se ve afectada su vida
util cuando se aplica un tratamiento hiperbarico adicional a cada una de estas
elaboraciones SV.

Estudio que trasciende el ambito estrictamente cuantitativo, y pretende tanto la
identificacidon de las especies bacterianas presentes en el sustrato alimentario,
como la evolucidon de sus poblaciones durante el periodo de vida util.

En el caso de aquellas cocciones SV que se realizan por debajo del umbral térmico
de seguridad (temperaturas de subpasteurizacion: T¢, < 63 °C; habitualmente, de
modalidad directa), se persigue una constatacién (ya sea positiva o negativa) de
la viabilidad de su almacenamiento refrigerado cuando reciben un tratamiento
hiperbarico adicional; esto es, la posibilidad de su comercializacién en modalidad
indirecta.

Por otra parte, se pretende realizar una evaluacién de la influencia que ejercen
los distintos pardmetros del tratamiento hiperbdrico sobre la calidad del alimento
(principalmente, sobre su calidad microbiolégica).

Dado que un minucioso andlisis organoléptico de los productos procesados bajo

diferentes combinaciones de tratamientos excederia ampliamente los propdsitos

3 Entiéndase por condiciones iniciales promedio: materias primas con un grado de frescura bastante aceptable, sometidas antes de su envasado a una
cuidadosa manipulacién alimentaria (tal que minimice el incremento de la carga microbiana inicial del alimento).

152



INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL
de este trabajo, se proyecta siquiera una comparativa elemental, una valoracién
de caracter hedoénico que al menos permita identificar las modificaciones mas
apreciables que pudieran experimentar los principales atributos sensoriales de
los distintos productos SV tras recibir tratamiento con altas presiones.

Dicha valoracién la lleva a cabo un publico que carece de entrenamiento en cata,

y que se selecciona de forma aleatoria.
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3. MATERIALES Y METODOS

Comprender lo que se hace es el procedimiento mds simple para
cocinar con éxito.

Harold McGee (2010)
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Se eligieron tres elaboraciones de naturaleza muy distinta (vegetal, carne y pescado),
precisamente, por la importante diferencia de los tratamientos térmicos que requieren
cada una de ellas (téngase en cuenta la importancia que se concede en la coccién SV a la
minimizacion de la intensidad del tratamiento térmico, con el objeto de preservar la calidad
sensorial del producto). Circunstancia que supuso la aplicaciéon de temperaturas y tiempos
de coccion muy dispares (desde una alta pasteurizacidon hasta un procesado muy por
debajo del umbral térmico de seguridad, o tiempos de coccién desde un dia a sélo unos
minutos).

En concreto, tales elaboraciones fueron:

¢ Elaboracidon_A: Judias verdes con jamdn y cebolla.

¢ Elaboracion_B: Pierna de cordero en su jugo.

e Elaboracion_C: Lomo de bacalao con pilpil emulsionado.




INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL

3.1. PROCESADO PREVIO DE LAS MATERIAS PRIMAS

Como ya se ha indicado, en la coccidén SV la carga microbioldgica inicial del género
resulta un factor relevante (mucho mas a medida que decrece la intensidad del tratamiento
aplicado). Por tanto, no sélo se emplearon géneros de una aceptable frescura, sino que
éstos se sometieron a una cuidadosa manipulacién. En todos los casos, concluida la fase de
preelaboracidn, los géneros se refrigeraron hasta temperatura de envasado (T< 3 °C).

Se detallan a continuacion los procesos que recibieron las materias primas de las

distintas elaboraciones.

3.1.1. ELABORACION_A: JUDIAS VERDES

Este vegetal, a diferencia de carne o pescado, permitié una higienizacidn previa por
inmersidn en agua ligeramente clorada. En concreto, el procedimiento que se aplico fue el
siguiente:

» Lavado somero de las vainas en agua corriente.

* Inmersidn durante 3 minutos en una dilucién acuosa con lejia apta para desinfeccién

de agua de bebida (1,5 ml de lejia por litro de agua).

» Aclarado con abundante agua fria, y posterior escurrido.

* Troceado de las vainas: porciones de alrededor de 2 gramos.

Por otro lado, como base o complemento de coccién (a modo de liquido de gobierno),
se sofrio cebolla blanca en aceite de oliva virgen extra (fuego moderado; alrededor de 15

minutos). Al retirarse del fuego, se incorpord seguidamente un picadillo de jamon serrano;
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el cual se integré con la cebolla, antes de tapar el recipiente y dejar reposar el conjunto,

recibiendo asi una suave coccion por el calor residual.

ILUSTRACION 18. Procesado previo de las judias verdes

(Elaboracidn propia)

3.1.2. ELABORACION_B: PIERNA DE CORDERO

Andlogamente, en la manipulacion del cordero se extremo la higiene de superficies,
utiles y procesos. Estos consistieron en:

» Retirada parcial del sebo subcutdneo.

* Deshuesado.

* Porcionado: a razén de 8-10 gramos.

Como liquido de gobierno, se elaboré un jugo de cordero tradicional. Para ello se

aprovecharon huesos, tejido conectivo y porciones de carne de menor calibre que, junto a
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un conjunto de hortalizas (cebolla, zanahoria, puerro, apio, ajo...) y elementos aromaticos
(perejil, laurel, pimienta...), se hornearon hasta alcanzar un dorado de cierta intensidad.
Conseguida la coloracion adecuada y tras su inmersion en agua fria, la mixtura se sometié
a suave y prolongada ebulliciéon hasta obtener una decoccién sustanciosa; la cual, una vez

filtrada, se trabd ligeramente con almiddn, y se puso a punto de sazon.

ILUSTRACION 19. Procesado previo del cordero

(Elaboracion propia)

3.1.3. ELABORACION_C: LOMO DE BACALAO
Se adquirio bacalao entero (eviscerado), tan fresco como permitié el mercado. Dado
que el tratamiento térmico a aplicar seria de baja intensidad, durante las diferentes fases

de la preelaboracidn se aplicd una continua y sistematica limpieza de superficies y Utiles de
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trabajo, con objeto de minimizar la carga microbiana aportada al pescado durante su
manipulacidn. Las preelaboraciones realizadas fueron los siguientes:

* Desescamado: considerando diversos factores (piel, aletas y cabeza se emplearon
para preparar la salsa de acompanamiento; ésta no superé los 70-75 °C de temperatura
durante su elaboracién; las escamas albergan una alta concentracion de microorganismos),
este proceso se realizd exhaustivamente, aplicando en su transcurso sucesivos enjuagues
con agua corriente.

» Extraccién de lomos, desespinado y desollado: operaciones que, al ir aumentando
la superficie de exposicién de la musculatura, incrementan a la par la probabilidad de su
contaminacidn; por tanto, se realizaron entre la reiterada limpieza de superficies y utiles
de corte.

» Seccionado, limpieza y desangrado de la cabeza: una vez cortada en dos y saneada,
se mantuvo inmersa en agua fria alrededor de 30 minutos.

= Porcionado de los lomos: 8-12 gramos/porcidn.

La base de coccidn (liquido de gobierno), en este caso, fue una emulsién estable de
aceite de oliva virgen extra variedad picual. Estabilidad que le proporcioné la gelatina del
bacalao. Para ello, se doraron en aceite unos ajos laminados y unas guindillas; ambos,
sélidos y liquido se reservaron por separado. Por otra parte, pieles, aletas y cabeza se
cubrieron con aceite de oliva y se confitaron entre 70 y 75 °C durante 25-30 minutos (hasta
gue los restos de pescado hubieron exudado suficiente gelatina); filtrandose seguidamente
el conjunto (despreciando sdlido y reservando liquido). Una vez éste se hubo entibiado, se
separd toscamente su fase acuosa (gelatina) del aceite de confitado. Para incorporar a
continuacion sobre la gelatina, poco a poco y emulsionando la mezcla con colador de malla,

tanto el aceite aromatizado con ajo como el del confitado.
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ILUSTRACION 20. Procesado previo del bacalao

(Elaboracién propia)
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3.2. PREPARACION DE MUESTRAS

Para el envasado de las diferentes muestras se emplearon bolsas de polipropileno y
poliamida biorientada para uso alimentario; de un grosor de 90 micras.

En el envasado todas las elaboraciones, tanto el elemento principal (crudo) como el
complemento de coccién (o liquido de gobierno), se hallaban a una temperatura adecuada
(T <£3°C) para alcanzar un correcto porcentaje de vacio. Una vez ensamblados en las bolsas
los componentes de las distintas elaboraciones, se aplico a éstas una presién de vacio de
95 KPa, termosellandose a continuacién. Para ello se empled una envasadora de vacio

marca Sammic modelo SE-204.

ILUSTRACION 21. Envasadora Sammic SE-204

| Obtenido de: www.sammic.es
Cada una de las muestras contenia alrededor de 25 g de elemento principal, y entre

8y 12 gramos de su correspondiente base de coccidn (o liquido de gobierno).

ILUSTRACION 22. Envasado de muestras

(Elaboracién propia)
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3.3. TRATAMIENTO TERMICO DE LAS MUESTRAS

El tratamiento térmico se realizé en un réner (bafio maria con circulacidon de agua y
termostato de precisién) marca Garhe modelo SV-Pro; con operatividad del termostato
hasta los 100 °C, y margen de error de + 0.1 °C.

Para la pasteurizacion de las muestras, dicho equipo se ajusté a una cubeta de acero

inoxidable GN 1/1 de 200 mm de fondo, con 26 litros de agua.

ILUSTRACION 23. Réner Garhe SV-pro

(Elaboracién propia)

3.3.1. PASTEURIZACION SV DE LAS JUDIAS

Si bien, como ya se ha referido en numerosas ocasiones, uno de los fundamentos de
la coccion SV es la preservacion de la calidad organoléptica del producto mediante una
minimizacion de la intensidad del tratamiento térmico, la propia naturaleza de los géneros
determina cuales deben ser los margenes de tales minimos.

Asi, en el caso de las judias, su considerable contenido en fibras vegetales (celulosas
y hemicelulosas, principalmente) (Escudero Alvarez & Génzalez Sanchez, 2006), exige altas

temperaturas de coccidn (no inferiores a 90 °C).
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Se les aplicd, por tanto, un tratamiento térmico de notable intensidad (pasteurizacién

alta); exactamente, consistio en:

| 2 JUDi] . Tro’ner= 90 OC,' t= 1 h 45’

Seguidamente, tras la aplicacion del tratamiento térmico, parte de las muestras se
procesaron con altas presiones hidrostaticas. Las muestras restantes (que no recibirian
ningun tipo de tratamiento adicional®) se sometieron a enfriamiento rdpido hasta alcanzar
los 3°C (en corazén de producto); pasando a conservacion refrigerada (entre 3y 5°C), donde

se mantendrian hasta el momento de su correspondiente andlisis.

3.3.2. PASTEURIZACION SV DEL CORDERO

El principal responsable de la dureza de las carnes es el tejido conectivo (esto es, el
colageno intramuscular que forma las membranas endomisiales y perimisiales) (Bianchi, y
otros, 2008). El colageno (la proteina mas abundante del reino animal) inicia un proceso de
desnaturalizacion térmica en torno a los 60 °C (en vertebrados terrestres); proceso que, de
producirse en medio acuoso, da lugar a su gelificacidon: originandose una red proteica, cuya
capacidad de absorcion de agua dependera de la temperatura y el tiempo en que se efectle
la referida desnaturalizacidn proteica (Barbut, 2016).

En el caso del cordero, se planted un doble procedimiento experimental:

- Un ensayo preliminar (COR_1): en el cual se combind un tiempo relativamente
corto y una temperatura ligeramente por encima del umbral de seguridad (pasteurizacién

moderada). Concretamente, la intensidad del tratamiento fue:

> COR_] . Trémer= 67.5 OC,' t= 8 h

4 Tales muestras, en cada uno de los experimentos realizados, representan el control o referente.
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- Un segundo ensayo (COR_2): en el que se rebajoé la temperatura hasta el umbral
de seguridad, mientras que el tiempo de aplicacidn del tratamiento se prolongd de forma

bastante considerable. Su intensidad fue:

> COR_Q: Tréner= 65 OC; t= 24 h

Al igual que se hiciera con las judias, tras la aplicacién del tratamiento térmico, parte
de las muestras de cordero (en ambos experimentos) se procesaron acto seguido con altas
presiones hidrostaticas. Asimismo aquellas que no se habrian de presurizar (las muestras
control) se abatieron térmicamente (3°C en corazén de producto); permaneciendo en

almacenamiento refrigerado (entre 3 y 5°C) hasta su andlisis.

3.3.3. COCCION SV DEL BACALAO

El coldgeno de los animales marinos, a diferencia del de los terrestres, presenta una
composicidn muy variable (especialmente, en aminodcidos como prolina e hidroxiprolina);
un hecho que va a determinar sus propiedades fisicoquimicas. Y una de las consecuencias
de mayor relevancia es que los procesos de su desnaturalizacion térmica y gelificacion se
inician a temperaturas significativamente mas bajas: en torno a 45 °C (Guerrero Legarreta,
Rosmini Garma, & Armenta Lépez, 2018).

Como en el caso anterior, con el bacalao también se realizé un doble procedimiento
experimental:

- Un experimento preliminar (BAC_1): en el que se aplicéd un tratamiento térmico
con unos parametros de cocciéon relativamente conservadores (tratdndose de pescado);

tales fueron:

> BACil . Trénerz 57.1 OC; t= 30’
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- Y un segundo ensayo (BAC_2): en el cual disminuyeron tanto la temperatura como

el tiempo de aplicacién del tratamiento. La intensidad de éste fue:

> BAC_2 Tro’ner= 52 OC,' t= 20,

Andlogamente, como en los casos precedentes, los procesados térmico e hiperbarico
de las muestras se concatenaron en el tiempo. Mientras que con las muestras control (que
sélo recibirian tratamiento térmico), se procedid sin dilacidn a su abatimiento y ulterior

refrigeracion.
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3.4. PROCESAMIENTO HIPERBARICO DE LAS MUESTRAS

Todos los tratamientos con altas presiones hidrostdticas aplicados sobre las distintas

muestras se realizaron con un equipo Stansted Fluid Power LTD HHP (SFP, Essex, UK); con

un maximo de presidn operativa de 700 MPa. Dicho equipo esta provisto de una camara

de presurizacidn de 2.5 litros de capacidad; empleando agua con un 5% de propilenglicol

como liquido transmisor de presion.

El ascenso de la presion se configurd a razén de 75 MPa/min; la descomprension se

produjo de manera casi instantdnea.

MAX RAMP RATE = 80 MPa/min

Qrso

ILUSTRACION 24. Equipo HHP Stansted Fluid Power LTD

(Elaboracion propia)

3.4.1. TRATAMIENTO HHP DE LAS JUDIAS

Con los parametros SV de JUD_1 se realizaron dos lotes con distintos tratamientos

HHP. Se pretendid que la intensidad de éstos fuese muy dispar:

» JUD_T1.A: Phidrostatica= 300 MPa; Tcamara= 55 OC,' tretencion = 8’

» JUD_1.B: Phidrostitica = 600 MPa; Tcamara = 55 °C; tretencion = 8’
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Donde:

* Phidrostatica €S la presion hidrostatica efectiva aplicada al alimento.
= Teémara €S la temperatura de la cdmara de presurizacidon durante el tratamiento.

= tretencion €S €l tiempo durante el que se mantuvo el maximo de presién efectiva.

La disparidad relativa de uno de los parametros HHP (en este caso la presion: 300 vs

600 MPa) manteniendo iguales el resto (Tcam Y tret) en @ambos tratamientos, tiene por objeto
la deteccidn o, al menos, la inferencia de posibles efectos observables que se pudieran
atribuir a la variacidon de un parametro concreto. Estrategia ésta que se hard extensiva a

otros experimentos.

3.4.2. TRATAMIENTO HHP DEL CORDERO
En el experimento preliminar del cordero (COR_1) no se diversificaron los parametros

del tratamiento HHP. La intensidad de su Unica parametrizacién fue:
» COR_T: Phidroststica= 500 MPa; Tcsmara = 24 °C; tretencion = 8’
Por el contrario, en el segundo ensayo (COR_2), al igual que se procediera con las
judias, se realizaron dos lotes a los que se aplicé tratamientos HHP en los que diferia sélo

uno de sus pardmetros (en este caso, la temperatura de la cdmara de presurizacion). En

concreto, las intensidades de éstos fueron las siguientes:
» COR_2.A: Phidrostatica = 500 MPa,' Tcamara= 29 OC; tretencion = 8’

» COR_2.B: Phidrostitica = 500 MPa; Tcimara = 50 °C; tretencion = 8

3.4.3. TRATAMIENTO HHP DEL BACALAO
Andlogamente, en el primer ensayo del bacalao (BAC_1) Unicamente se aplicd un tipo

de tratamiento HHP, con la intensidad que se indica:
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» BAC_1: Phidrostitica = 500 MPa; Tcamara = 24 oc; tretencion = 8’

Mientras que en el segundo experimento (BAC_2) la diversidad de la parametrizacién
del tratamiento HHP fue mds amplia que en casos precedentes. En concreto, se variaron
uno a uno los tres parametros del tratamiento HHP de mayor intensidad (BAC_2.D); dando

lugar, por tanto, a cuatro tipos de tratamientos diferenciados. A saber:

» BAC_2.D: Phidroststica = 600 MPa; Tcamara = 50 OC,' tretencion = 8’

» BAC_2.C: Phidrostitica = 600 MPa; Tcamara = 22 oC,' tretencion = 8’

» BAC_2.B: Phidrostatica= 600 MPa; Tcamara = 50 OC; tretencion = 4’

» BAC_2.A: Phidrostatica = 300 MPa; Tcamara = 50 OC; tretencion = 8’

En este punto, convendria realizar una sintesis aclaratoria de los epigrafes 3.3 y 3.4:

TRATAMIENTO SV TRATAMIENTO HHP
Trc’)ner (°C) tcoccic’)n (h') Phidrostética (MPa) Tcémara (°C) 1:retencio'n (')
JUD_1.A 300 55 8
90 1h 45
» JUD_1.B 600 55 8
» COR_I 67.5 8h 500 24 8
» COR_2A 500 29 8
65 24h
COR_2.B 500 50 8
» BAC_I 57.1 30 500 24 8
» BAC_2.A 300 50 8
» BAC_2B 600 50 4
52 20'
» BAC_2.C 600 22 8
» BAC_2D 600 50 8

TABLA 10. Parametrizacion de los tratamientos aplicados en los distintos ensayos

(Elaboracidn propia)
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3.5. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

El analisis microbioldgico preliminar de las muestras de alimentos se realizd sobre
diferentes medios sdlidos (segun el tipo de microorganismos cuyo crecimiento convenia
favorecer). Tanto la formulacién y procedimiento que se siguid para preparar cada uno de
ellos, como una breve descripcidn de éstos, se exponen seguidamente:

e Agar triptona y soja (TSA): Su elevado valor nutritivo permite el crecimiento de una
gran diversidad de microorganismos aerobios mesdfilos. Asimismo, al carecer de azucares

fermentables, resulta un medio indicado para mantenimiento de cepas (Scharlau, 2021a).

FORMULA Y PREPARACION: TSA (Tryptone Soy Agar)

COMPOSICION Peptona de caseina 15,0
Agar 15,0
MEDIO Peptona de soja® 5,0
DESHIDRATADO (g/I ’
(/1) Sodio cloruro 5,0
pH (a 25 °C) 7,3£0,2

- Reconstituir 40 gramos de medio deshidratado en 1 litro
de agua destilada.

- Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C
durante 15 minutos. —
> Atemperar a 50 °C.

- Extender en placa de Petri.

PROCEDIMIENTO

TABLA 11. Formulacidn y procedimiento medio TSA (Agar soja y triptona)

Elaboracidn propia a partir de la ficha técnica del fabricante: (Scharlau, 2021a)

* Agar MacConkey (MC): Se trata de un medio selectivo para la deteccion de bacterias
coliformes (véase una descripcion de este grupo en epigrafe 1.4.2.2. Principales patégenos

alimentarios: 7. Escherichia coli). Un medio que en su composicion incorpora inhibidores

5105 g/l de peptona de soja en el caso de la preparacion de TSA salino.
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del crecimiento de bacterias grampositivas (como son las sales biliares o el cristal violeta),
y un azucar fermentable (lactosa monohidrato) que permite diferenciar entre las bacterias
con capacidad para degradar este azlcar y aquellas que no pueden hacerlo. Fermentacion
ésta que produce un descenso de pH en el medio; a tal efecto, como indicador de dicha
acidificacion, incluye rojo neutro en su composicion. El crecimiento de Escherichia coli es
distinguible por la formacién de halos purpuras de precipitado biliar en torno a sus colonias
(Scharlau, 2021b).

Eventualmente, ademas de los bacilos indicados (coliformes), en este medio también

podrian crecer enterococos, identificables por el reducido tamafio de sus colonias.

FORMULA Y PREPARACION: MC (MacConkey)

Digerido pancredtico de gelatina 17,0
Agar 15,0
, Lactosa monohidrato 10,0
COMPOSICION T

ETiE Cloruro sédico 5,0
1.5

DESHIDRATADO | -Loptona de carne :
(&/) Peptona de caseina 1.5
& Sales biliares 1.5
Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,001

pH (a 25 °C) 7,1+0,2

- Reconstituir 51,5 gramos de medio deshidratado en 1 litro
de agua destilada.

- Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C
durante 15 minutos.

- Atemperar a 50 °C.

- Extender en placa de Petri.

PROCEDIMIENTO

TABLA 12. Formulacién y procedimiento medio MC (Agar MacConkey)

Elaboracidn propia a partir de la ficha técnica del fabricante: (Scharlau, 2021b)

e Agar PALCAM: Medio altamente selectivo empleado para la deteccion de Listeria
spp. Esta selectividad se la proporcionan, por un lado el cloruro de litio de su férmula base,

y en mayor medida los componentes que integran el suplemento (cefotaxima, polimixina

e\‘.:-_:%a 172
N see W
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By acriflavina), inhibidores de una gran diversidad de bacterias, tanto gramnegativas como
grampositivas. Como diferenciador este medio incorpora esculina, un compuesto que la
Listeria transforma en esculetina, la cual reacciona con el citrato de amonio férrico dando
lugar a un precipitado de color oscuro (distintivo de las colonias de Listeria) (Scharlau,

2021c), (Scharlau, 2022).

FORMULA Y PREPARACION: PALCAM

Triptona 23,0

Cloruro de litio 15,0

Agar 13,0

COMPOSICION | Manitol : 10,0

Cloruro de sodio 5,0

MEDIO BASE Extracto de levadura 3,0
DESHIDRATADO .y . ’

(/1) Almlqon de maiz 1,0

Esculina 0,8

Citrato de amonio férrico 0,5

Glucosa 0,5

Rojo fenol 0,08

composicion 52280 0,005

SUAUNE fTe) Acriflavina 0,0025

pH (a 25 °C) 7,2+0,2

PROCEDIMIENTO - Reconstituir 36 gramos de medio deshidratado en 500 ml
de agua destilada.

- Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C
durante 15 minutos.

-> Atemperar el medio base a 50 °C.

- Diluir el contenido de un vial de suplemento con 6 ml de
agua destilada.

- Incorporar la dilucion anterior
al medio atemperado.

- Extender en placa de Petri.

TABLA 13. Formulacion y procedimiento medio PALCAM

Elaboracion propia a partir de la ficha técnica del fabricante: (Scharlau, 2021c) & (Scharlau, 2022)

Mientras que otras bacterias que pudieran rebasar la selectividad de este medio (por

lo general, enterococos y estafilococos), a diferencia de la Listeria, si fermentan el manitol,
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produciendo una acidificacién del medio; como indicador este descenso de pH el rojo fenol

torna su coloracion a amarillo.

e Agar BGA (Brilliant Green Agar): Se trata también de un medio muy selectivo, en

este caso, para la deteccidn de Salmonella spp (a excepcidn de S. typhi y S. paratyphi). El

verde brillante actia como inhibidor de todas las bacterias grampositivas, asi como de la

mayor parte de bacilos gramnegativos. Como diferenciador de otras bacterias que pudieran

crecer en este medio, incorpora en su composicién dos azucares fermentables (lactosa y

sacarosa), los cuales Salmonella no puede degradar. Al igual que PALCAM, el rojo fenol es

el indicador de la acidificacion del medio por fermentacion de lactosa/sacarosa: de modo

que las colonias de Salmonella estardn rodeadas por halo rojo, mientras que otras bacterias

fermentadoras presentaran halo amarillo (Scharlau, 2021d).

FORMULA Y PREPARACION: BGA (Brilliant Green Agar)

Agar 15,0
Lactosa 10,0
. S 10,0
COMPOSICION acarosa

Peptona de carne 5,0
MEDIO Peptona de caseina 5,0

DESHIDRATADO P T :
(g/1) Cloruro sddico 5,0
Extracto de levadura 3,0
Rojo fenol 0,08
Verde brillante 0,0125

pH (a 25 °C) 6,9+0,2

PROCEDIMIENTO

- Reconstituir 53 gramos de medio deshidratado en 1 litro

de agua destilada.

- Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C

durante 15 minutos.
> Atemperar a 50 °C.
- Extender en placa de Petri.

TABLA 14. Formulacion y procedimiento medio BGA (Agar verde brillante)

Elaboracion propia a partir de la ficha técnica del fabricante: (Scharlau, 2021d)
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e Agar Baird Parker (BP): Es éste un medio selectivo empleado para la identificacidon

de estafilococos coagulasa positivos. La caseina y los extractos de carne y levadura aportan

los nutrientes que requieren para su crecimiento. El cloruro de litio, el telurito potasico y

la glicina son agentes selectivos, que inhiben el desarrollo de otros microorganismos

(Condalab, 2021a).

El Staphylococcus aureus puede reducir el telurito en teluro, generando colonias de

color negro o gris oscuro (Condalab, 2021b).

FORMULA Y PREPARACION: BP (Baird Parker)

Agar 20,0
. lici 12
COMPOSICION  [oncina____ 0
Piruvato sédico 10,0
MEDIO Digerido pancreatico de caseina 10,0
DESHIDRATADO gencop ’
(/) Extracto de carne 5,0
Cloruro de litio 5,0
Extracto de levadura 1,0
Agua destilada 800 ml
COMPOSICION Emulsion de yema de huevo 200 ml
SUPLEMENTO (g~ml/l) | Cloruro potasico 4,25¢g
Telurito potasico 2,1g

pH (a 25 °C) 7,2+0,2

PROCEDIMIENTO

de agua destilada.
durante 15 minutos.
anterior.

-> Homogeneizar suavemente.
- Extender en placa de Petri.

-> Atemperar el medio base a 45-50 °C.
-> Agregar asépticamente 50 ml de suplemento a la diluciéon

TABLA 15. Formulacién y procedimiento medio BP (Agar Baird Parker)

Elaboracion propia a partir de la ficha técnica del fabricante: (Condalab, 2021a) & (Condalab, 2021b)

- Reconstituir 63 gramos de medio deshidratado en 1 litro

- Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C
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3.6. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Las muestras se sometieron, por un lado, a un analisis cuantitativo mediante siembra
en placa por superficie y posterior recuento de colonias. Andlisis que proporcionaria una
referencia de la calidad microbioldgica de las elaboraciones en el marco de la normativa
higiénico-sanitaria aplicable; la cual, segun tipo de alimento y conforme a las abundancias
en las poblaciones de determinados microorganismos, dilucida la peligrosidad o inocuidad
del alimento (véase Tabla 4). Un referente que, en el presente trabajo, permitird asimismo
formular una estimacién de vida util de los productos (basada estrictamente en los criterios
microbioldgicos exigidos por la legislacién; sin considerar su calidad sensorial).

Por otra parte, se llevd a cabo un estudio cualitativo de las poblaciones microbianas
presentes en los alimentos; tanto de su identificacién y abundancia relativa, como de la
evolucidn de tales poblaciones a lo largo del tiempo de almacenamiento del producto. Este
estudio de biodiversidad requirid el aislamiento del ADN bacteriano, su secuenciacién y

analisis.

3.6.1. SIEMBRA EN PLACA Y RECUENTO DE COLONIAS

Conforme a los criterios microbioldgicos aplicables al tipo de elaboraciones objeto de
este trabajo (Tabla 4), y a fin de detectar la presencia de los géneros bacterianos que en
éstos se especifican, se procedio a la siembra en superficie (sobre los medios de cultivo mas
adecuados segun tipo de microorganismo) de las pertinentes diluciones de las muestras.

En los diferentes ensayos, las muestras se analizaron con idéntica frecuencia hasta

transcurridos 30 dias desde su tratamiento. A partir del primer mes, tanto la frecuencia de
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analisis como la prolongacion de las pruebas varié de unos experimentos a otros. El tiempo

de muestreo que se siguio se sintetiza en la siguiente tabla:

TIEMPO DE MUESTREO POR ENSAYO

» JUD_I 0 3 7 |14 | 30 || 60 | 90 {120 | 150|180 | 210|240 | 270

ENSAYO

» COR_1| O 3 7 | 14 | 30 || 45 | 60

» COR 2| O 3 7 |14 | 30 || 60 | 90 {120 | 150|180 | 210|240 | 270

» BAC_I 0 3 7 | 14 | 30 || 45 | 60

» BAC_2 0 3 7 14 | 30 || 45 | 60 | 75 | 90 | 105

TIEMPO (dias)

TABLA 16. Tiempo de muestreo en los distintos ensayos

(Elaboracién propia)

A lo largo de esta distribucion temporal, se sometieron a andlisis 2 muestras de cada
tipo, sembrandose éstas por duplicado. Procedimiento que se hizo extensivo a todas las
elaboraciones en cada una de sus variantes de parametrizacion de los tratamientos.

Los medios de cultivo empleados fueron los que se describen en el epigrafe 3.5:

= TSAS (genérico aerobios mesdfilos).
* MC (enterobacterias y coliformes; con especial atencion al crecimiento de
colonias con halo purpura o cualquier presuncién de E. coli).
* BGA (selectivo Salmonella spp).

* PALCAM (selectivo Listeria spp).

ot BP (identificacion de estafilococos; en especial, S. aureus).
Para cada muestra el procedimiento analitico fue el siguiente:

*a. Homogeneizar en Stomacher (30"’ a velocidad media) 10 g de muestra junto
con 10 g de agua de peptona.

eb. Extraer 1 ml de este homogeneizado y reservar en tubo Eppendorf

(dilucién_0), para realizar las sucesivas diluciones.

6En el ensayo BAC 1 se empled también TSA salino.
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ec. Extraer 1 ml mas del homogeneizado inicial para hacer la medicion de pH.

*d. Incorporar 100 pl de dilucidon_0 a un tubo con 900 pul de solucidn salina estéril
(SS) (dilucién_-1). Diluir ésta tantas veces como requiera el proceso de
siembra, siempre en proporcion 1 - 9 (dilucién_previa - SS); obteniendo asi
sucesivas diluciones de factor 10.

ee. Pipetear asépticamente 100 ul de la dilucién pertinente’ en cada medio.
Extender el indculo. Identificar la placa mediante rotulado.

of, Estufar las placas a 37 °C, entre 24 y 48 horas.

*g. Proceder al recuento de colonias.

3.6.2. ESTUDIO DE BIODIVERSIDAD?

Inicialmente, se aislé el ADN de la microbiota presente en las muestras alimentarias;
el cual fue analizado mediante secuenciacion masiva. Para ello se empled el sistema de
pirosecuenciacion (Roche 454), amplificando las regiones V3 y V4 del ADN ribosomal del
gen 16S.

Las secuencias de nucledtidos obtenidas fueron asignadas a unidades taxondémicas
operativas (OTUs) por comparacion con las registradas en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Finalmente, se procedié a realizar un
tratamiento informatico de los resultados, con el fin de efectuar la agrupacién taxonédmica

de las OTUs obtenidas.

7 Debe realizarse a priori una estimacion de crecimiento y efectuar la siembra a distintas diluciones. En caso de crecimiento a distintas diluciones, el
recuento se llevara a cabo en la placa que contenga entre 30 y 300 colonias.

8 Dicho estudio sélo se realizé sobre las muestras del ensayo BAC_2.
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3.6.2.1. AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE ADN

Para la extraccién de ADN de las muestras se aplico el siguiente protocolo previo:

*a. Homogeneizar en Stomacher (30” a velocidad media) 20 g de muestra junto
con 10 g de agua de peptona. Disponer en tubo Falcon 50 ml.

*b. Centrifugar a 1200 rpm durante 5.

c. Pipetear fase liquida (despreciar sedimento). Disponer en nuevo tubo Falcon.

«d. Centrifugar a 4000 rpm durante 30’.

*ec. Despreciar sobrenadante. Resuspender sedimento con 1 ml de SS. Disponer
en tubo Eppendorf.

«f. Centrifugar a 500 rpm durante 1’.

*g. Recuperar sobrenadante (despreciar sedimento).

h. Centrifugar a 13400 rpm durante 5.

«i. Despreciar sobrenadante. Resuspender sedimento con 0.5 ml de SS.

*j. Incorporar 2.5 pl de PMA (monodzida de propidio). Enfriar a -20 °C durante 5’
(Elizaquivel, Sdnchez, & Aznar, 2012)

(Nocker, Sossa-Fernandez, Burr, & Camper, 2007).

*k. Someter los tubos a fuente luminosa (A= 465-475 nm) durante 15’.

(llustracién 25).

MODIFICACION DEL ADN DE CELULAS NO VIABLES MEDIANTE PMA

PCR

CELULAS
NACTIVADAS

ILUSTRACION 25. Fotorreactividad del PMA

(Adaptacion de www.biotium.com)




INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL

el. Incorporar 1 ml de SS. Centrifugar a 1300 rpm durante 5’.

em. Despreciar sobrenadante. Resuspender sedimento con 1.5 ml de SS.

en. Centrifugar a 13000 rpm durante 5.

. Despreciar sobrenadante. Resuspender sedimento con 1.5 ml de agua miliQ.
0. Centrifugar a 13000 rpm durante 5’.

*p. Despreciar sobrenadante. Congelar sedimento (T < -20 °C).

Obtenidos los pellets, se empleé el kit GenElute de Sigma-Aldrich de extraccion de

ADN. Sintéticamente, el protocolo de este fabricante supone:

*q. Resuspender los 2 pellets de la misma muestra en 200 ul de lisozima (sin
espumar ésta).

er. Incubar los tubos 30’ (girando 180° cada 5’ para evitar su precipitado).

es. Afadir 20 ul de RNasa. Incubar 2’ (temperatura ambiente).

et. Incorporar 20 ul de Proteinasa K e integrar ligeramente.

eu. Anadir 200 ul de Lisis solution C. Homogeneizar a vértex durante 15”. Incubar
en bafio a 55 °C durante 10’.

*v. Incubar en bafio a 55 °C durante 10’.

ew. Preparar tubos con columnas, e incorporar 500 ul de Column preparation
solution a cada uno. Centrifugar a 13400 rpm durante 75”. Desechar el
filtrado. Recolocar las columnas.

x. Sacar del bafio, e incorporar al lisado 200 ul de Etanol puro (EtOH). Integrar a
vortex 10”.

ey. Pasar el lisado a los nuevos Eppendorf (con la columna ya preparada).
Centrifugar a 13400 rpm, 75”. Desechar filtrado y recolocar la columna.

z. Afladir a cada columna 500 pl de Wash solution 1.
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eaa. Centrifugar a 13400 rpm durante 75”. Desechar el filtrado y recolocar la
columna.
eab. Anadir a cada columna 500 ul de Wash solution EtOH.
eac. Centrifugar a 13400 rpm durante 3’. Desechar filtrado.
ead. Rotular nuevos Eppendorf, y pasar la columna a estos tubos.
eae. Afiadir 100 pl de Elute a cada columna. Incubar durante 5’ (temperatura
ambiente).
«af. Centrifugar a 13400 rpm durante 75”.
*ag. Desechar columna. Guardar el eluido por debajo de -20 °C.
Para la determinacidn de la concentracién y la calidad del ADN extraido se empled el

sistema QuantiFluor ONE dsDNA de Promega.

3.6.2.2. SECUENCIACION Y ANALISIS DE ADN

Para determinar la diversidad bacteriana presente en el ADN extraido de las muestras
se amplificaron las regiones hipervariables V3 y V4 del gen 16S-rRNA empleando cebadores
modificados 341F y 805R (Klindworth, y otros, 2013).

Las bibliotecas se prepararon conforme al Protocolo de Preparacidn de Bibliotecas de
Secuenciacion Metagendmica de /llumina Inc. Afadiéndose a las secuencias especificas del
gen 16S las secuencias de nucledtidos adicionales (overhangs) del adaptador de Illumina.

Se emplearon las siguientes secuencias de cebadores de PCR para el citado gen:

- 5' TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG, como

cebador hacia delante (forward primer).

- 5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC,

como cebador hacia atras (backward primer).
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Para iniciar dicho protocolo se utilizé ADN gendmico microbiano (5 ng/ul en 10 mM
Tris a pH 8.5). Tras la amplificacién del ADN del gen 16S, se realizé un procedimiento de
multiplexacion de las distintas muestras empleando el kit de indices Nextera XT (lllumina).

Se procesod un total de 1 ul del producto de la PCR en un chip de ADN 1000 del
bioanalizador para verificar si el tamafio del ADN replicado se correspondia con el esperado
(aproximadamente 550 pares de bases). Tras dicha comprobacidn, los fragmentos de ADN
obtenidos (bibliotecas) se secuenciaron empleando una serie de extremos emparejados de
2 x 300 bp del kit de reactivos MiSeqg v3 (MS-102-3001), en un secuenciador MiSeq de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (lllumina) (Rodriguez Lopez, Grande, Pérez-
Pulido, Galvez, & Lucas, 2020).

La evaluacion de la calidad se realizé mediante el uso del programa prinseq-lite
(Schmieder & Edwards , 2011). Los datos de secuencia se analizaron mediante el flujo de
trabajo automatizado de giime2 (Caporaso, y otros, 2011). La limpieza de ruido en los
datos, el emparejamiento de extremos y la deplecidon de quimeras se realizaron a partir de
datos de extremos emparejados, llevando a cabo un procesado en cascada mediante
DADA?2 (Callahan, y otros, 2016). Las asignaciones taxondmicas se realizaron haciendo uso
del clasificador de Naive Bayes integrado en los plugins de quiime2 y la base de datos
SILVA release_132 (Quast, y otros, 2013). El andlisis estadistico se llevé a cabo con el

software SPSS v. 24 (IBM Corporation).
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3.7. VALORACION SENSORIAL DE LAS ELABORACIONES

La evaluacién sensorial a la que se sometieron las elaboraciones carecid, ciertamente,
del rigor o la objetividad que pueden aportar la medicidn analitica o un grupo de panelistas
con adecuado entrenamiento. Sin embargo, como ya se indico en el epigrafe 2. Objetivos,
una diferenciacién minuciosa de sus atributos sensoriales segun tipologia del tratamiento
aplicado, no se halla entre los propdsitos substantivos de este trabajo. Antes bien, con la
valoracion organoléptica llevada a cabo, sélo se pretendia disponer de una referencia de
caracter hedénico, meramente orientativa (en consecuencia, de considerable subjetividad
y con resultados de una validez bastante limitada).

Todas las pruebas sensoriales de las diferentes elaboraciones se realizaron en la
primera quincena tras el tratamiento de muestras (siempre en las 24 horas subsiguientes
al ultimo recuento en placa). Mayoritariamente, dichas pruebas se desarrollaron en una de
las salas-comedor del campus (de habilitacién tipo bring your own food). Un hecho éste
que segment6 el perfil del publico encuestado: jovenes universitarios (aproximadamente,
con igualdad porcentual de ambos sexos); todos ellos sin ningun tipo de adiestramiento en
cata. Su eleccion fue aleatoria; sin otro filtro selectivo que una cuestién indagatoria previa:
con la cual se sondeaba si el tipo de plato a valorar formaba parte de las preferencias
alimentarias del posible evaluador/a o, al menos, si solia incluirse en su dieta con cierta
regularidad. La finalidad de tal cuestion no era otra que descartar en alguna medida una
predisposicion negativa en la evaluacion.

Todas las elaboraciones se sometieron a regeneracion térmica (a bafio maria) en la

propia bolsa de envasado, conforme a los siguientes tiempos y temperaturas:
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» Judias verdes: Tregeneracién =65 °C ; tregeneracién =35,
» Cordero: Tregeneracion = 65 °C ; tregeneracion = 35",

| 2 Bacalao: Tregeneracién =55 °C (BAC_] ) Yy 50 °C (BAC_Q), tregeneracién = 35'

ILUSTRACION 26. Andlisis sensorial de muestras

(Elaboracién propia)
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Previamente, en bafio maria a temperatura de regeneracién se introdujeron unas
placas eutécticas de gel caldrico, que se depositarian junto con las muestras regeneradas
en un recipiente isotermo, de modo que las elaboraciones mantuviesen una temperatura
adecuada durante su transporte, hasta el momento de su valoracion.

En el caso de las muestras salseadas (pescado y carne), concluida su regeneracién
térmica, se procedid a separar® el elemento principal de su salsa, aplicando a ésta 30" de
homogeneizacién en Stomacher (a maxima velocidad de palas).

Se llevaron a cabo dos tipos de pruebas:

e 1. Test triangular: Diferenciacidn holistica entre muestras.

Prueba en la que se presentaban tres muestras: una de ellas que sélo habia recibido
tratamiento térmico (muestra pasteurizada) y otras dos a las que, adicionalmente, se habia
aplicado algun tipo de procesamiento hiperbdrico (siendo idéntica la parametrizacion del

procesado HHP en las dos muestras presurizadas).

NOMBRE DEL PRODUCTO: JUDIAS VERDES CON CEBOLLA Y JAMON

» Tiene frente a usted 3 muestras de judias
mismos ingredientes € idénticas proporcione TES
alguno/s de los pardmetros
»0} aplicado a 1 de ellas difi  NOMBRE DEL PRODUCTO: PIERNA DE CORDERO EN SU JUGO
>cion de las ofras 2 muestras.

e 1 identificar los 2 muestras absolutc :
» Tiene frente a usted 3 muestras de cordero EST TR GUL
mismos e
D Muestra A L Lt
" B mb 0, alguno/s de los parametros d 3 = PIL PI
[ Muestas Marque consel olura) aplicado a 1 de ellos difiere/ NOMBRE DEL PRODUCTO: BACALAO CON PIL PIL EMULSIONADO
D Muestra C e de las ofras 2 muestras
sSabria i las 2 r
®e e Uil » Tiene frente a usted 3 muestras de bacalao elaboradas, exactomente, con los
. mismos ingredientes ¢ idénticas proporciones
D Marque con una X si las 3 muestra D Muestra A
» Sin embargo, alguno/s de los parametros del procesamiento {liempo. presion
D Muestra B roue consend  y/o temperatura) aplicado a 1 de ellas difiere/n de los empleados en la
D Muestra C on de las ofras 2 muesiras

@ ;Sabria identificar las 2 muestras absolutamente iguales?

D Muestra B

I:I Marque con una X si las 3 muestras I D Muestra A
Marque con sendas X las muestras iguale
D Muestra C

D Marque con una X si las 3 muestras le resultan indiferenciables
ILUSTRACION 27. Andlisis sensorial: Formulario test triangular

(Elaboracion propia)

2 Separacion mucho mas cuidadosa en el caso del bacalao, con el fin de minimizar su exfoliacion.
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Segun la ilustracién de la pagina precedente, los evaluadores debian sefialar en el

formulario las dos muestras que a su parecer eran idénticas (casillas color rojo), o bien

marcar la casilla verde, en caso de no apreciar distincidn alguna entre las tres muestras.

¢ 2. Comparacion entre pares.

En esta otra prueba los evaluadores debian valorar cuantitativamente el grado de
disimilitud o semejanza existente entre determinadas caracteristicas organolépticas de dos
muestras. En este caso, mayoritariamente, la comparativa se realizé entre una muestra que
so6lo habia recibido tratamiento térmico y otra con algun tipo de procesado hiperbarico
adicional. No obstante, bajo este mismo formato de prueba, también se compararon pares
de muestras presurizadas (con diferentes parametrizaciones HPP); si bien, dicha variante
Unicamente se llevé a cabo con el pescado.

Los atributos sensoriales que se compararon fueron:

- Color

- Sabor

- Olor

- Textura

A esta relacidn, en el caso del pescado, se afiadié la consistencia de la emulsién.
La referida valoracion cuantitativa del grado de semejanza o diferencia entre tales
atributos se debia realizar conforme a una escala numérica (de 0 a 4), con la equivalencia

que figura en la siguiente tabla:

0: SON COMPLETAMENTE DIFERENTES

1: SE APRECIA UNA TRANSFORMACION MUY CONSIDERABLE

2: SE DISTINGUEN CAMBIOS SIGNIFICATIVOS

3: SEPERCIBE UNA LIGERA VARIACION

4 : RESULTAN INDISTINGUIBLES

TABLA 17. Andlisis sensorial: Escala numérica de comparacion (Elaboracion propia)
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Las valoraciones sobre cada una de las caracteristicas sensoriales debian registrarse

en la correspondiente casilla del formulario adjunto:

ANALISIS SENSORIAL

COMPARACION ENTRE PARES

NOMBRE DEL PRODUCTO: JUDIAS VERDES CON CEBOLLA Y JAMON
» Tiene frente a usted 2 muestras de judias ANA |_|S|S SENSOR IAL
mismos eidé proporci COMPARACION ENTRE PARES

» Sin embargo, los fratamientos aplicados ¢

alguno/s de sus parGmetros de procesamien  NOMBRE DEL PRODUCTO: PIERNA DE CORDERO EN SU JUGO

@ ;Podria cuantificar las diferencias que ob
organolépticas de ambas muestras?

» Tiene frente a usted 2 muestras de cordero ANALISIS S ENSOR'AL
Margue con una X la casilla gue mejo ~ Mismos ing e idénticas prop: A COMPARACION ENTRE PARES
variacién observable: » Sin embargo, los fratomientos aplicados a ¢
o olguno/s de sus parémetros de procesamiento|  NOMBRE DEL PRODUCTO: BACALAO CON PIL PIL EMULSIONADO
e COLOR ‘i_ @ 3Podria cuantificar las diferencias que obse,
@ lépt d by tras2
e SABOR L SIEAIRIEPNICER US MuRS TINGIIG » Tiene frente a usted 2 muestras de bacalao elaboradas, exactamente, con los
Margue con una X la casilla gue mejor ¢~ Mismos ing eidé prop
& OLO8 riacion observable:
' Naracion.onseVaDYe: » Sin embargo. los fratamientos aplicados @ ambas muestras difieren en
o TEXTURA L 0 alguno/s de sus parGmetros de procesamiento (femperatura, presion y/o fiempo)
Donde la escala numérica (0-4) el e COLOR U @ :Podria cuantificor las diferencias que observa entre ciertas caracteristicas

organolépticas de ambas muestras?

0: soNCO e SABOR L ]
1: SEAPRE( o OLOR [ J Marqgue con una X la casilla que mejor describe la cuantia de la
2: SEDISTA = variacién observable:
3: SEPERC| e TEXTURA D 0 1 2 3 4
4: RESULTA — —
Donde la escala numérica (0-4) equ, e COLOR ‘_ :| D C‘ |_

0: SONCOMH e SABOR [: j D D D
s oomel » olor 0o00ooo
3: SEPERCIBE o TEXTURA [ j D \j D
4

RESULTAN i

o consistenciaemusion [ [ 1C10]

Donde la escala numérica (0-4) equivale a:
SON COMPLETAMENTE DIFERENTES

SE APRECIA UNA TRANSFORMACION MUY CONSIDERABLE

SE PERCIBE UNA LIGERA VARIACION

o
1
2: SEDISTINGUEN CAMBIOS SIGNIFICATIVOS
3
4 RESULTAN INDISTINGUIBLES

ILUSTRACION 28. Andlisis sensorial: Formulario comparacién entre pares

(Elaboracion propia)













INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL

4. RESULTADOS

Hemos creado algo tnico en el mundo: el primer libro de cocina
que contiene ecuaciones diferenciales en derivadas parciales.

Nathan Myhrvold (2011)
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Se exponen seguidamente los resultados derivados de los diferentes procedimientos
experimentales objeto de este trabajo.

En primer lugar se presentara el resultado que proporciond la siembra y recuento de
colonias en los medios de cultivo, en cada uno de los ensayos realizados.

Se ofreceran a continuacion los datos que resultaron del estudio de biodiversidad
bacteriana realizado en el ensayo BAC_2.

En un tercer apartado se incluira la tendencia que experimenté el pH de las distintas
muestras a lo largo de su almacenamiento refrigerado. Donde asimismo se mostraran otros
resultados adicionales obtenidos mediante tincidn en los ensayos preliminares de cordero
y bacalao (COR_1yBAC_1).

Para concluir este capitulo, se mostrara el resumen de las apreciaciones sensoriales

gue se recogieron en los diferentes test organolépticos.
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4.1. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Procedimiento que se llevd a cabo conforme a los criterios microbioldgicos que la
normativa establece para este tipo de alimentos (epigrafe 1.4.1. Normativa vigente). Tanto
los rangos de permisividad de tales criterios, como los grupos microbianos a estudiar, se
recogen en Tabla 4.

La magnitud de las poblaciones microbianas se expresa en unidades logaritmicas de
UFC/g; calculdndose esta concentracidn, asi como la incertidumbre en el logaritmo de su
medida (o), segun las siguientes expresiones:

UFC/g: Unidades formadoras de colonias por gramo.

n® colonias . factor dilucion
UFC/g =

volumen (ml)

o: Desviacion estdndar o DS (parametro que da cuenta del grado de dispersion de

las medidas respecto a su valor promedio).

Y0 (x; — X)?

n

Siendo, en este caso, n=4 (siembra duplicada de dos muestras por cada uno de los
tipos de tratamiento).
Los resultados obtenidos se ordenan por ensayo y tratamiento aplicado. Asimismo,

en las representaciones graficas se emplea el siguiente cédigo de colores:

INACEPTABLE

ACEPTABLE

ILUSTRACION 29. Cédigo de colores segtin calidad microbiolégica
SATISFACTORIO

(Elaboracion propia)
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Coloraciones que delimitan los distintos rangos segun los valores y la categorizacion

microbioldgica que determina la normativa vigente.

4.1.1. JUDIAS VERDES: ENSAYO JUD_1
Resumen de los tratamientos aplicados, asi como de la periodicidad y prolongacién

del analisis (extractos Tabla 10 y Tabla 16):

A ,()N‘Rﬁ)kis
Y TRATAMIENTO SV TRATAMIENTO HHP
Tro’mer (nc) t:oc:\'o’m (h ') Ph\'drostét\'ca (IVIPa) Tcémara (nc) tretencidn (')
» JUD_1.A 300 55 8
Q0 1h 45

» JUD_1.B 600 55 8

» JUD_I 0 3 7 14 | 30 | 60 | 90 (120|150 (180 |210| 240|270
TIEMPO (dias)

La intensidad del tratamiento SV (alta

RECUENTO de CELULAS VIABLES pasteurizacion) fue suficiente para que los
ensayo JUD_1 SVgp.1h s &TONTROL
TSA MC resto medios recuentos de células viables se mantuvieran
log log log
DS DS DS . L
vfc/g ? uic/g 7 uic/g ° por debajo del umbral de deteccién durante
0
? todo el tiempo de andlisis (9 meses), en la
7
H totalidad de los medios (Tabla 18).
. 30
3 R .
2 La higienizacién proporcionada por los
8_ 20
£ 120 . o
= o tratamientos de presurizacién Ay B (de 300
180
- y 600 MPa, con una temperatura de 55 °C
240
270 durante el procesado hiperbdrico), sélo vino

TABLA 18. Recuentos de células viables en muestras control JUD_1 . .
o . o a reforzar una tendencia que ya estaba bien
(Ensayo judias): SV 90 °C, 1h 45’. Medios: TSA, MC, BGA, PALCAM y BP

(Elaboracidn propia)

afianzada (Tabla 19).

Por tanto, ambos tratamientos HHP ofrecieron recuentos semejantes (Grafico 5).
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RECUENTO de CELULAS VIABLES RECUENTO de CELULAS VIABLES
ensayo JUD_1 SV+HHP3q9.55.5 (1P_A) ensayo JUD_1 SV+HHPq.55.5 (1P_B)
TSA MC resto medios TSA MC resto medios
ulf?:g/;g DS @ Ufj’g DS & UL‘Z?Q DS @ ulf?:g/;g DS @ Ufj’g DS & UL‘Z?Q DS @
0 <1,30 <1,30 < 1,30 0 <1,30 <1,30 < 1,30
T < 1,30 <1,30 <1,30 T < 1,30 <1,30 <1,30
T < 1,30 <1,30 <1,30 T < 1,30 <1,30 <1,30
7 <1,30 <1,30 < 1,30 7 <1,30 <1,30 < 1,30
?37 <1,30 <1,30 < 1,30 ?g <1,30 <1,30 < 1,30
S w0 <130 <1,30 <1,30 S w0 <130 <1,30 <1,30
EE <1,30 <1,30 < 1,30 EE <1,30 <1,30 < 1,30
120 <130 <1,30 <1,30 120 <130 <1,30 <1,30
150 <1,30 <1,30 < 1,30 150 <1,30 <1,30 < 1,30
E < 1,30 <1,30 < 1,30 E < 1,30 <1,30 < 1,30
E < 1,30 <1,30 < 1,30 E < 1,30 <1,30 < 1,30
240 <1,30 <1,30 <1,30 240 <1,30 <1,30 <1,30
270| <1,30 <1,30 <1,30 270| <1,30 <1,30 <1,30
TABLA 19. Recuentos de células viables en muestras presurizadas JUD_1.A y JUD_1.B (ensayo judias)
HPP: tp_A (300 MPa, 55 °C, 8); tp_B (600 MPa, 55 °C, 8'). Medios: TSA, MC, BGA, PALCAM y BP
(Elaboracidn propia)
RECUENTOS TOTALES DISTINTOS MEDIOS
ensayo JUD 1: control y muestras presurizadas
$V50.1n 45 RCONTROL
SV+HHP0.55.5 (tp_A)
® SV+HHP 09555 (f0_B)
UMBRAL DE DETECCION ETSA
mMC
HEBGA
HPALCAM
HBP

7 14

60 20

120

150 180

210

240

270

tiempo (d)

GRAFICO 5. Evolucién microbioldgica de las muestras en JUD_1 (ensayo judias)
Control: SV (90 °C, 1h 45°); Presurizadas: SV + HPP (tp_A: 300 MPa, 55 °C, 8’; tp_B: 600 MPa, 55 °C, 8’). Medios: TSA, MC, BGA, PALCAM y BP

(Elaboracion propia)
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4.1.2. CORDERO: ENSAYOS COR_1YCOR_2

Resumen de las parametrizaciones de los tratamientos de ambos ensayos, asi como

de la frecuencia y prolongacion del muestreo (extractos Tabla 10 y Tabla 16):

al O\~ES
B TRATAMIENTO SV

TRATAMIENTO HHP

‘ Tréner (cc)‘ Teoccion (h') ‘ Ph\'drostét\'ca (MPa)‘ Tcémara (oc)‘ retencion ()
o | e75 | o || s | 2 | 8 |
» COR_2.A 500 29 8

65 24h
» COR_2B 500 50 8
’PCORJ‘0’3‘7 14’30‘45‘60‘
’b COR_Q‘ 0 ’ 3 ‘ 7 14‘30‘ 60‘90‘120‘150‘180‘210‘240 270|
TIEMPO (dias)

Los recuentos viables de mesofilos aerobios de las muestras control se mantuvieron

por debajo del umbral de deteccion durante los 30 primeros dias. El dia 45 dicho recuento

se hallaba préoximo a 4 unidades logaritmicas, mientras que a los 60 dias sobrepasaba las

4,5 unidades. En el resto de medios, las muestras control presentaron recuentos viables

por debajo del umbral de deteccidon a lo largo de todo el tiempo de muestreo. Sin embargo,

las muestras HPP de este ensayo mantuvieron recuentos bajo el limite de deteccion en

todos los medios, hasta la conclusion del proceso analitico (Tabla 20 y Gréaficos 6y 7).

RECUENTO de CELULAS VIABLES

ensayo COR_1 SVers-8n gACONTROL
TSA MC resto medios
log log log
ufc/g DS o uic/g DS o ufc/g DSo
0
3
R
5 7
é 14
@© 30
45 3,87 +0,12
60 4,54 +0,04

RECUENTO de CELULAS VIABLES

ensayo COR_1 SV+HHPs5p0.24.8

TSA MC resto medios
log

ufc/g

log
ufc/g

log

ufc/g DSo

DSo DSo

0
3
7

14
30

tiempo (dias)

45
60

TABLA 20. Recuentos de células viables en COR_1: muestras control vs HPP (Ensayo preliminar cordero)

Control: SV (67.5 °C, 8h); Presurizadas: SV + HPP (500 MPa, 24 °C, 8’). Medios: TSA, MC, BGA, PALCAM y BP

(Elaboracion propia)
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RECUENTO de AEROBIOS MESOFILOS en TSA
ensayo COR_1

log ufc/g

O B N W ~r U O

_°_ SV67.5'Bh
[T 2T SVA7,5-5h+HHP5w-24-B

tiempo (d)

GRAFICO 6. Evolucién de mesdfilos aerobios en COR_1: muestras control vs HPP (Ensayo preliminar cordero)

Control: SV (67.5 °C, 8h); Presurizadas: SV + HPP (500 MPa, 24 °C, 8’). Medio: TSA (Elaboracién propia)

RECUENTO de ENTEROBACTERIAS en MC
ensayo COR_1

]
~
<
S 4
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o
3
—— Svu.s-uh
2
cerlpens SVu,s-ah'FHHPsoo.u.g
1
0 9909 H— @ —Q
0 10 20 30 40 50 60
tiempo (d)
GRAFICO 7. Recuentos de enterobacterias en COR_1: muestras control vs HPP (Ensayo preliminar cordero)
Control: SV (67.5 °C, 8h); Presurizadas: SV + HPP (500 MPa, 24 °C, 8’). Medio: MacConkey (Elaboracién propia)

La vida util de las muestras SV (control) se situa en torno a los 60 dias; mientras que
las muestras HPP mantienen recuentos bajo el limite de deteccidn a teo (Graficos 6y 7).

En el segundo ensayo (COR_2), aunque se disminuyé la temperatura del tratamiento
térmico SV con respecto a COR_1 (de 67.5 a 65 °C), el considerable aumento del tiempo

de pasteurizacién (de 8 a 24 horas), dio lugar a un escenario muy similar al que se produjo
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en el ensayo de las judias: recuentos de células viables por debajo del umbral de deteccidn
en las muestras SV (control), en la totalidad de los medios de cultivo y durante todo el
proceso analitico (Tabla 21). Situacion que se intensificd, si cabe, con la aplicacion de los
tratamientos hiperbaricos (2.A y 2.B); manteniendo las muestras presurizadas, por tanto,

recuentos semejantes a los de las muestras control (Grafico 8).

RECUENTO de CELULAS VIABLES RECUENTO de CELULAS VIABLES RECUENTO de CELULAS VIABLES
ensayo COR_2 SVis.24n A ONTRO! ensayo COR_2 SV+HHP500.29.5 (fP_A) ensayo COR_2 SV+HHP3509.50.5 (TP_B)
TSA MC resto medios TSA MC resto medios TSA MC resto medios
u‘,‘;i’g Dsa ulfzg;g DS u'fi?g DSo uff/’g Dso u"igl’g Dso u"‘f/’g DS o u[f‘ff/’g Dso “':59 DSo u"‘z@/’g DS
0 0 0
3 3 3
7 7 7
14 14 14
- 0 - 2 -
!% 60 g 60 g 60
g % g % g %
E 120 5 120 5 120
150 150 150
180 180 180
210 210 210
240 240 240
270 270 270

TABLA 21. Recuentos de células viables en COR_2: muestras control vs HPP (Ensayo cordero 2) (Elaboracién propia)

Control: SV (65 °C, 24h); Presurizadas: SV + HPP (tp_A: 500 MPa, 29 °C, 8; tp_B: 500 MPa, 50 °C, 8’). Medios: TSA, MIC, BGA, PALCAM y BP

RECUENTOS TOTALES DISTINTOS MEDIOS
ensayo COR_2: control y muestras presurizadas
SVs - 2angficontrol
SV+HHP3q5.25.5 (TP_A)
SV+HHPs00. 5.5 (1P_B)

log ufc/g

UMBRAL DE DETECCION WTSA
< 1,30 log ufc/g e
HBGA
H PALCAM
0 HBP
0 3 7 14 30 60 90 120 150 180 210 240 270
tiempo (d)

GRAFICO 8. Evolucién microbioldgica de las muestras en CORD_2 (ensayo cordero 2) (Elaboracién propia)

Control: SV (65 °C, 24h); Presurizadas: SV + HPP (tp_A: 500 MPa, 29 °C, 8’; tp_B: 500 MPa, 50 °C, 8’). Medios: TSA, MC, BGA, PALCAM y BP
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La representacion grafica de recuentos viables de mesoéfilos aerobios de los distintos
tratamientos (controles y presurizados) en ambos ensayos evidencia que, a excepcion del
control COR_1, todas las parametrizaciones restantes garantizan un grado de higienizacién

semejante en un periodo de 60 dias (Grafico 9).

RECUENTOS de AEROBIOS MESOFILOS en TSA

COR_1vs COR_2: comparativa eficiencia de ensayos

=
« 7
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[="1]
o
6
5 COR_1
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3 COR_2 (tp_A)
S\/§5-14h+H P Pio.29-8
2 e v H
1
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hp2| hp2| |hp2 hpZ‘ hp2 hp2 hp2
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GRAFICO 9. Comparativa de recuentos de aerobios mesdfilos en COR_1y COR_2 (cordero ambos ensayos). Medio: TSA

Muestras control: sv1 (67.5 °C, 8h) y sv2 (65 °C, 24h). Presurizdas: hp1 (500 MPa, 24 °C, 8’) y hp2 (500 MPa, 24 °C, 8’)

(Elaboracion propia)

4.1.3. BACALAO: ENSAYOS BAC_1 YBAC_2

Resumen de la periodicidad y prolongacidn del analisis de muestras, asi como de las
parametrizaciones de los diferentes tratamientos que integran dichos ensayos (extractos

Tabla 16 y Tabla 10):

» BAC_I 0 3 7 |14 | 30 | 45 | 60

» BAC_2 0 3 7 |14 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 | 105

TIEMPO (dias)
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CONTROLES
TRATAMIENTO SV TRATAMIENTO HHP
Tréner (DC) tcoccién (h l) Phidrostética (IVIPa) Tcémara (DC) tretencién (l)
> BAC_T 57.1 30 500 24 8
» BAC_2.A 300 50 8
» BAC_2B 600 50 4
52 20'
» BAC 2.C 600 22 8
» BAC_2D 600 50 8

En el primer ensayo®, las muestras control presentaron recuentos viables de aerobios
mesofilos totales que no alcanzaban el limite de deteccidn en to. Recuentos que entre t3 y
t14 se estabilizaron en torno a 2 unidades logaritmicas (1.70 en TSA 'y 2.18 en TSA salino a
los 14 dias de su tratamiento). A los 30 dias de almacenamiento dichos recuentos se
hallaban préximos a 4 unidades logaritmicas; continuando su crecimiento hasta rebasar las

7 unidades a los 60 dias (Tabla 22).

RECUENTO de CELULAS VIABLES

ensayo BAC_1 SVs7,1-30 #ACONTROL
TSA TSA salino MC resto medios
log log log log
vic/s 5% uic/a 5% uiesg 5% uiejg DSO

0

3 1,70 +1,41 1,70 +1.41
7 1,70 £1,41 1,70 1,41
14 1,70 +1,41 2,18 +0,21
30 3,70 003 3,78 0,15
45 5,63 +006 5,69 +0,02
60 7,33 +003 7,40 +0,01

fiempo (dias)

TABLA 22. Recuentos de células viables en muestras control BAC_1 (ensayo preliminar bacalao)
Control: SV (57.1 °C, 30°). Medios: TSA, TSAsalino, MC, BGA, PALCAM y BP

(Elaboracion propia)

10En BAC_2 se prescindi6 de la siembra TSA salino al no existir diferencias significativas en los recuentos viables con respecto a TSA.
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Los recuentos viables de enterobacterias en las muestras SV (control) no superaron
el umbral de deteccién en ningin momento del tiempo de muestreo. Un comportamiento
similar mostraron los recuentos en el resto de medios de cultivo (Tabla 22).

En el caso de las muestras presurizadas, los recuentos viables de aerobios mesdfilos
sobrepasaron el limite de deteccion mas tardiamente: a los 60 dias de almacenamiento;
con un brusco incremento, muy préximo a 5 unidades logaritmicas (Tabla 23).

Las muestras tratadas con HHP, como ocurriera antes con las muestras control, no
mostraron recuentos viables por encima del limite de deteccién en ninguno de los medios

restantes a lo largo de todo el procedimiento analitico (Tabla 23).

RECUENTO de CELULAS VIABLES

ensayo BAC_1 SV+HHPs500.24 .5
TSA TSA salino MC resto medios
log log log log
ufc/g LY ufc/g = ufc/g L ufc/g LY
0
. 3
o)
:T__J, 7
é 14
5, 30
45

60 4,92 +0,03 4,98 £ 0,01

TABLA 23. Recuentos de células viables en muestras presurizadas BAC_1 (ensayo preliminar bacalao)
Pardmetros HPP: 500 MPa, 24 °C, 8. Medios: TSA, TSAsalino, MC, BGA, PALCAM y BP

(Elaboracion propia)

Segun se ha resefiado, no se aprecié una diferencia significativa en el crecimiento de
mesofilos aerobios al incrementar la salinidad del agar TSA (Gréficos 10y 11).
Estos resultados permiten visualizar que la vida util de las muestras SV no supera los

40 dias; mientras que las tratadas con HHP se extiende hasta los 60 dias (Graficos 10y 12).

200




INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL

RECUENTO de AEROBIOS MESOFILOS en TSA
ensayo BAC_1
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GRAFICO 10. Evolucion de mesdfilos aerobios en BAC_1: muestras control vs presurizadas (Ensayo preliminar bacalao)
Control: SV (57.1 °C, 30°); Presurizadas: SV + HHP (500 MPa, 24 °C, 8’). Medio: TSA (Elaboracién propia)

RECUENTO de AEROBIOS MESOFILOS en TSAsalino
ensayo BAC_1
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GRAFICO 11. Evolucién de meséfilos aerobios en BAC_1: muestras control vs presurizadas (Ensayo preliminar bacalao)

Control: SV (57.1 °C, 30°); Presurizadas: SV + HHP (500 MPa, 24 °C, 8’). Medio: TSAsalino (Elaboracién propia)

RECUENTO de ENTEROBACTERIAS en MC
ensayo BAC_1
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GRAFICO 12. Recuentos de enterobacterias en BAC_1: muestras control vs presurizadas (Ensayo preliminar bacalao)

Control: SV (57.1 °C, 30°); Presurizadas: SV + HHP (500 MPa, 24 °C, 8’). Medio: MacConkey (Elaboracidn propia)
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En el segundo ensayo del bacalao se disminuyd la intensidad del tratamiento térmico,
y se diversificaron las parametrizaciones del procesado HHP (con propdsito de vislumbrar
alguna inferencia sobre el efecto que ejercen las distintas variables de la parametrizacion

hiperbarica sobre la higienizacidn final del alimento).

. L ja intensi | tratamien
RECUENTO de CELULAS VIABLES a baja intensidad del tratamiento

ensayo BAC_2 SVs,. ONTROL p . . .
an M térmico dio lugar a recuentos viables por
TSA MC resto medios
log log log . .,
viess D5 uiejg DSO  uiejg DSO encima del umbral de detecciéon en las
2,30 +029 1,90 +0,30
3 313 +022 286 +0724 muestras control desde tg; tanto en TSA
7 545 +006 3,70 +0,13
8 14 .
9 SIONE10: B I O Tl como en MC. Los recuentos de aerobios
o 30 8,73 +003 7,71 =005
S 45 959 015 921 043
8 60 10,51 +044 9,68 0,15 mesofilos totales se situaron en la primera
75 11,03 +0,38 9,56 +007
i 11.64 £009 1045 +0.39 semana en casi 5.5 log UFC/g; a los 30 dias
105 9,79 +048 8,84 +0,10
TABLA 24. Recuentos de células viables en muestras control BAC_2 se ha”aban cerca de 9 |0g UFC/g (Tab|a 24)

(Ensayo bacalao 2): SV (52 °C, 20°). Medios: TSA, MC, BGA, PALCAM y BP

Andlogamente, los recuentos viables de enterobacterias experimentaron un
crecimiento de similar magnitud; equiparandose las poblaciones de ambos grupos, por
encima de las 9 unidades logaritmicas, a tss. En el resto de medios, los recuentos viables se

mantuvieron bajo el limite de deteccidén durante todo el tiempo de muestreo (Tabla 24).

RECUENTO de CELULAS VIABLES RECUENTO de CELULAS VIABLES
ensayo BAC_2 SV+HHP40.50.5 (TP_D) ensayo BAC_2 SV+HHP 40.2,.5 (IP_C)
TSA MC resto medios [SA MC resto medios
u'fz?g DS G u'f?j , Dso u'fi?g DS @ u',i?g DSo Ulfi?g DSo U',i?g DSo
0 0
3 1,59 +035 3 202 041
7 7
g 14 g 14
J a3 Y o
Q o}
% 45 1,85 +0,39 g 45 3,04 +0,09
S 60 426 010 S 60 517 +005
75 5,37 +0,07 75 4,54 +0,05
?0 510 0,17 90 7,07 014
105 4,58 +0,20 105 5464 +0,23

TABLA 25. Recuentos células viables en muestras presurizadas BAC_2.D  TABLA 26. Recuentos células viables en muestras presurizadas BAC_2.C
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RECUENTO de CELULAS VIABLES RECUENTO de CELULAS VIABLES
ensayo BAC_2 SV+ ensayo BAC_2 SV+HHP30.50.5 (TP_A)
TSA MC resto medios TSA MC resto medios
vedg DSO eyg DSO oo DSO deja D59 uelg DSO uerg DSO
0 0
3 186 045 3 213 0,30
7 7
E 14 g 14
D ap S 3
8 45 238 0,14 8 45 499 :013
S 60 479 006 8 60 470 +004
75 5,67 0,06 75 8,47 +0,10
90 5,7 +0,07 90 8,77 +0,11
105 527 +£0,15 105 4,55 +0,05

TABLA 27. Recuentos células viables en muestras presurizadas BAC_2.B TABLA 28. Recuentos células viables en muestras presurizadas BAC_2.A
(Ensayo bacalao 2): Distintos tratamientos HHP (tp_D: 600 MPa, 50 °C, 8’; tp_C: 600 MPa, 22 °C, 8’; tp_B: 600 MPa, 50 °C, 4’; tp_A: 300 MPa, 50 °C, 8°)

Medios: TSA, MC, BGA, PALCAM y BP (Elaboracién propia)
En todas las muestras sometidas a procesamiento hiperbdrico (en cualquiera de sus
4 parametrizaciones: tp_A, fp_ B, fp_C o tp_D) se redujeron de forma considerable los
recuentos viables de aerobios meséfilos totales; permaneciendo todos ellos bajo el umbral
de deteccion hasta tss (salvo un pequefio repunte en ts, que se oscilé entre 1.5y 2 log UFC/g
segln tratamiento). Los recuentos maximos se situaron entre 5y 6 log UFC/g a tss, caso de
to_Dvy fp_B, por encima de 7 log UFC/g en tp_C, y cerca de 9 log UFC/g en fp_A; a teo en

el caso de estos dos ultimos tratamientos presurizados (Tablas 25, 26, 27 y 28; Grafico 13).

RECUENTO de AEROBIOS MESOFILOS en TSA
ensayo BAC_2: comparativa de las diferentes muestras

log ufc/g
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GRAFICO 13. Evolucion de aerobios mesdfilos en BAC_2 (ensayo bacalao 2). Comparativa distintas muestras: SV vs HPP. Medio: TSA
Control: SV (52 °C, 20°); Presurizadas: SV + HPP (tp_D: 600 MPa, 50 °C, 8’; tp_C: 600 MPa, 22 °C, 8’; tp_B: 600 MPa, 50 °C, 4’; tp_A: 300 MPa, 50 °C, 8’)
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Los recuentos viables de enterobacterias (Grafico 14) se mantuvieron bajo el limite de
deteccion a lo largo de todo el procedimiento analitico en las cuatro variantes presurizadas.

Hecho éste que se hizo extensivo al resto de medios de cultivo.

RECUENTO de ENTEROBACTERIAS en MC
ensayo BAC_2: comparativa de las diferentes muestras

log ufc/g
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GRAFICO 14. Evolucion de enterobacterias en BAC_2 (ensayo bacalao 2). Comparativa distintas muestras: SV vs HPP. Medio: MacConkey
Control: SV (52 °C, 20°); Presurizadas: SV + HPP (tp_D: 600 MPa, 50 °C, 8’; tp_C: 600 MPa, 22 °C, 8’; tp_B: 600 MPa, 50 °C, 4’; tp_A: 300 MPa, 50 °C, 8’)

(Elaboracion propia)

En términos de vida util, la representacién precedente (Gréfico 14) indica que las
muestras control (SV) en to, conforme a los rangos que define la normativa, ya se hallaban
a punto de sobrepasar los limites de aceptabilidad microbioldgica.

En el caso de las muestras que recibieron algun tipo de tratamiento presurizado, su
vida util vino determinada por sus poblaciones de aerobios meséfilos totales; estimandose,
a la vista de los resultados (Gréfico 13), mdximos de hasta 70 dias para las muestras que
recibieron el tratamiento presurizado de mayor intensidad (fpo_D), alrededor de 60 dias
para aquellas en que se redujo el tiempo de retencién o la temperatura de la camara de
presurizacion ( y To_C, respectivamente); y en torno a 45 dias para las muestras
sometidas a una presion de sélo 300 MPa (fp_A).

Si se compara la eficiencia de los distintos tratamientos presurizados al disminuir a la
mitad una de sus variables (presion hidrostatica, temperatura de cdmara de presurizacion

y tiempo de retencién), se puede observar que una reduccién de la presién (de 600 MPa a
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300 MPa: fp_D vs tp_A) ocasiond un incremento de alrededor de 3 unidades logaritmicas

(Gréfico 15) en los recuentos de células viables (entre tas y teo).

RECUENTO de AEROBIOS MESOFILOS en TSA
ensayo BAC_2: comparativa variacién presién en HHP (APyy,)

log ufc/g
[T
o Rk R

9
8
- —e— SV
6 ~--- SV+HHPygy 50,4 (1P_A)
) 4
---@-- §V+HHPuo 505 (tP_D)
4
3
2
1
0
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
tiempo (d)

GRAFICO 15. Comparativa de la variacion paramétrica HPP (APresion) en BAC_2 (ensayo bacalao 2). Medio: TSA
Control: SV (52 °C, 20°); Presurizadas: SV + HPP (tp_D: 600 MPa, 50 °C, 8’; tp_A: 300 MPa, 50 °C, 8’).

(Elaboracién propia)
Sin embargo, una disminucion en la temperatura de la camara de presurizacién (de

50 °Ca 22 °C: fp_D vs tp_C) supuso un incremento de en torno a 1 unidad logaritmica en

los recuentos de células viables (entre tas y teo) (Gréfico 16).

RECUENTO de AEROBIOS MESOFILOS en TSA
ensayo BAC_2: comparativa variacion temperatura en HHP (ATyye)
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GRAFICO 16. Comparativa de la variacion paramétrica HHP (ATemperatura) en BAC_2 (ensayo bacalao 2). Medio: TSA
Control: SV (52 °C, 20°); Presurizadas: SV + HPP (tp_D: 600 MPa, 50 °C, 8’; tp_C: 600 MPa, 22 °C, 8’).

(Elaboracién propia)
Mientras que un decremento en un factor 2 del tiempo de aplicacién del maximo de

la presion hidrostatica (de 8 a 4 minutos: fp_D vs {p_B) significé un aumento aproximado
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de 0.5 unidades logaritmicas (Grafico 17) en los recuentos de células viables de mesdfilos

aerobios totales (entre tas y teo).

RECUENTO de AEROBIOS MESOFILOS en TSA
ensayo BAC_2: comparativa variacion tiempo de retencion HHP (Alyye)
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GRAFICO 17. Comparativa de la variacion paramétrica HHP (Atiempo) en BAC 2 (ensayo bacalao 2). Medio: TSA
(Control: SV (52 °C, 20°); Presurizadas: SV + HPP (tp_D: 600 MPa, 50 °C, 8’; tp_B: 600 MPa, 50 °C, 4°).

(Elaboracion propia)
Las siguientes representaciones muestran la higienizacidn comparada que se alcanza
en ambos ensayos de bacalao; en recuentos viables de mesdfilos aerobios la primera de

ellas (Gréfico 18), y en enterobacterias la segunda (Gréafico 19):

RECUENTOS de AEROBIOS MESOFILOS en TSA

BAC_1 s BAC_2: comparativa eficiencia de ensayos
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GRAFICO 18. Comparativa de recuentos de aerobios mesdfilos en BAC_1y BAC 2 (bacalao ambos ensayos). Medio: TSA
Muestras control: sv1 (57.1 °C, 30°) y sv2 (52 °C, 20°). Presurizadas: hp1 (500 MPa, 24 °C, 8’) y hp2 (tp_D: 600 MPa, 50 °C, 8’)

(Elaboracidn propia)
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GRAFICO 19. Comparativa de recuentos de enterobacterias en BAC_1y BAC_2 (bacalao ambos ensayos). Medio: MacConkey
Muestras control: sv1 (57.1 °C, 30°) y sv2 (52 °C, 20°). Presurizadas: hp1 (500 MPa, 24 °C, 8’) y hp2 (tp_D: 600 MPa, 50 °C, 8’)

(Elaboracién propia)

Constatandose, debido a la baja intensidad de su tratamiento térmico, un sustancial
decremento de la calidad microbiolédgica de las muestras SV en BAC_2. Calidad que se
restituye (incluso se mejora ligeramente) con la aplicacidon del tratamiento hiperbarico

(Gréfico 18).
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4.2. ESTUDIO DE DIVERSIDAD BACTERIANA

Este estudio de diversidad a se efectudé sobre las muestras del ensayo BAC_2. El
numero de lecturas asignadas a unidades taxondmicas operativas (OTU) a nivel de género
oscilé entre 37162 y 129557, resultando su promedio de 76881 (Tabla 29).

En las muestras control se observé una disminucién del indice Chaol a partir del
séptimo dia de incubacién. En las muestras presurizadas la minoracidon de este indice
requirié tiempos de incubacion mas prolongados (a partir de tso, generalmente; pudiendo
demorarse hasta tas 0 tso, segln tipo de tratamiento). Se observd, asimismo, similar

comportamiento en los indices Shannon y Simpson durante la incubacion tardia (Tabla 29).

NUMERO DE LECTURAS ASIGNADAS A UNIDADES TAXONOMICAS OPERATIVAS
E INDICES DE DIVERSIDAD a A NIVEL GENERO
ensayo BAC_2
MUESTRAS DE CONTROL MUESTRAS PRESURIZADAS
N SV+HHP300.50.8 SV+HHP00.50.4 SV+HHP0.22.8 SV+HHP0.50.5
— 0 7650 69 2.6 ) k) 1123 9 7162 2 2.67 253 4 2 0.
i 3 152 67 2 0 7 2.10 7 4481 2.44 4 38 ( )
g 7 | 108751 2 [T 14 7 018 31 27 1o 243 210 076
_ 14 21869 14 0.82 045 = 30 77803 63 257 089 68849 97 275 09 7812 59 208 082 2.5
; 30 102818 21 1.59 0.73 _ 45 98955 3 073 043 107646 45 30 052 é 2.5 8 e 2.27
2 60 854 14 47 0.72 : 60 139 7 1 62 42¢ 2 129557 14 025 009
3 75 1 2 4 1051 24 4 2 03 15 )5
s 90 6 4 6562 643 2 0.8 9 1.24 0.48
2 105 | 83397 .13 0.04 84020 4 042 02 49903 25 085 04 76186 17 019 006

TABLA 29. indices de diversidad a y nimero de OTUs (nivel género) en BAC_2 (ensayo bacalao 2)
Adaptado de: (Pérez Alcald, Grande Burgos, Rodriguez Lopez, Lucas, Galvez, & Pérez Pulido, 2023)

En las muestras control la microbiota estaba compuesta, principalmente, por los filos
Proteobacteria y Firmicutes; mientras que Bacteroidetes y Actinobacteria presentaban
bajas abundancias. Sus abundancias relativas (tanto de filos como de los taxones inferiores)

variaron significativamente durante el periodo de almacenamiento refrigerado (Gréfico 20).
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GRAFICO 20. Abundancias microbianas relativas (por filos) en muestras BAC_2 (ensayo bacalao 2)

Adaptado de: (Pérez Alcala, Grande Burgos, Rodriguez Lopez, Lucas, Galvez, & Pérez Pulido, 2023)
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Por orden de abundancia relativa, a to en Proteobacteria se incluian las siguientes
familias: Burkholderiaceae (representada por los géneros como Cupriavidus y Ralstonia),
Enterobacteriaceae (géneros Escherichia-Shigella, y otras asignadas sélo a nivel familia),
Xanthomonadaceae (género Vulcaniibacterium), y Moraxellaceae (género Acinetobacter).
Entre las familias de Firmicutes se hallaban Bacillaceae (representada ésta por el género
Anoxybacillus) y Paenibacillaceae (género Paenibacillus) (Grafico 21).

En las muestras control, Proteobacteria presentd la mayores abundancias relativas
durante el primer periodo de almacenamiento refrigerado (a t7 y tia); siendo la familia
Pseudomonadaceae (género Pseudomonas) la que experimenté a partir de ts un mayor
incremento de abundancia, hasta convertirse en el grupo predominante en el citado
periodo. Los miembros de Burkholderiaceae mantuvieron una elevada abundancia relativa
a t3, disminuyendo drasticamente a partir de ese momento (muestras de t7 a teo). Una
evolucién similar se observé en la familia Xanthomonadaceae. Los representantes de
Enterobacteriaceae, por su parte, disminuyeron notablemente su presencia entre t7 y tias;
convirtiéndose en el grupo predominante durante el resto del periodo de almacenamiento
muestreado (con abundancias relativas que superaron el 50%). Durante este periodo de
incubacién tardio, los principales miembros fueron Enterobacteriaceae (otros), seguidos de
Enterobacter y Serratia (Grafico 21).

En cuanto a Firmicutes, los endosporiferos presentaron una elevada abundancia
relativa a t3; disminuyendo considerablemente sus poblaciones durante el resto del tiempo
de almacenamiento. Sorprendentemente, los miembros de la familia Carnobacteriaceae
(género Carnobacterium) incrementaron su abundancia relativa a partir de ti4, alcanzando

el 27,5% en teo
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GRAFICO 21. Abundancias microbianas relativas (por familias) en muestras BAC_2 (ensayo bacalao 2)

Adaptado de: (Pérez Alcald, Grande Burgos, Rodriguez Lopez, Lucas, Galvez, & Pérez Pulido, 2023)
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En las muestras presurizadas la microbiota estuvo compuesta principalmente por
miembros de Proteobacteria durante los primeros 30 dias de almacenamiento. Momento
en que Firmicutes se convirtié en el grupo predominante (con ciertas excepciones: en fp_C
a tas, t75 y too, y en fp_D a tas).

En el primer filo, la familia Burkholderiaceae (géneros Cupriavidus y Ralstonia) mostro
las mayores abundancias relativas durante los primeros 14 dias de almacenamiento. La
familia Vibrionaceae (género Photobacterium) presentd, asimismo, elevada abundancia
relativa durante el citado periodo. Mientras que, Enterobacteriaceae fue la familia que
alcanzé mayores abundancias a tzo (segun tratamiento, también a tas). Pseudomonadaceae
(género Pseudomonas), por su parte, registré en general bajas abundancias relativas a lo
largo de todo el tiempo de almacenamiento (a excepcion de tzo).

En tales muestras, Firmicutes estuvo representado principalmente por miembros de
la familia Bacillaceae (género Anoxybacillus) durante el almacenamiento temprano (hasta
t14). Durante el almacenamiento medio y tardio, sus principales miembros pertenecieron a
las familias Aerococcaceae (género Aerococcus), Enterococcaceae (género Enterococcus) y
Carnobacteriaceae (género Carnobacterium). Si bien, las abundancias relativas de estos
tres grupos bacterianos varié considerablemente seguin la parametrizacion del tratamiento
hiperbarico: Enterococcus presentd mayores abundancias en las muestras sometidas a una
menor presion (fp_A: 300 MPa, 50 °C, 8’), asi como durante el almacenamiento tardio de
las muestras tratadas con menor tiempo de retencién (fp_B: 600 MPa, 50 °C, 4’; a teo Yy t1os).
En las muestras que recibieron tratamientos de mayor intensidad (fp_D: 600 MPa, 50 °C,
8’) Aerococcus fue el género predominante (entre teso y ti0s); escenario que también se
produjo en fp_B a tss y en fp_C a ties. Carnobacterium presentd la mayor abundancia

relativa a teo en fp_B y en fp_C (Grafico 22).
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GRAFICO 22. Abundancias microbianas relativas (por géneros) en muestras BAC_2 (ensayo bacalao 2)

Adaptado de: (Pérez Alcala, Grande Burgos, Rodriguez Lopez, Lucas, Galvez, & Pérez Pulido, 2023)
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El andlisis de coordenadas principales (Gréafico 23) mostrd una progresiva separacién
de las muestras control conforme al transcurso del tiempo de incubacién. Las muestras a
t30 ¥ teo se situaron muy préximas (en concordancia con la similitud de su composicién
microbiana).

Por su parte, las muestras presurizadas mapearon estrechamente durante el periodo
de almacenamiento temprano (de t3 a tia); proximas a las muestras control a to. A t3o las
muestras presurizadas mostraron cierto agrupamiento. Durante el almacenamiento tardio
se observaron asimismo mapeos proximos (especialmente, en las muestras tp_A y fp_D)

(Pérez Alcald, Grande Burgos, Rodriguez Lépez, Lucas, Galvez, & Pérez Pulido, 2023).

ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES

F1
60‘ ® SV
? o o SV+HHP,0 .0 (TD_A)
B @30
M A SV+HHPoo.c0.4 (tP_B)
@14 W45
e e - SV"‘HHPson-zz-a(fp,C)
=50 7
ms0 ° SV"'HHPaon so,a“p_D)
AA4s i
Ay @45
30
F2
| | | I A4
A75 149 gy
*7
900 B - A3
609 75 ‘10.5105 @3
1059 o® 9‘0‘05 o
oo™ 45 7:.7=°7
B 393

GRAFICO 23. Andlisis de coordenadas principales BAC_2 (ensayo bacalao 2)

Adaptado de: (Pérez Alcald, Grande Burgos, Rodriguez Lopez, Lucas, Galvez, & Pérez Pulido, 2023)
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4.3. RESULTADOS ADICIONALES

4.3.1. VARIACION DEL pH DE LAS MUESTRAS

Durante su prolongado almacenamiento (270 dias) no se registré una significativa
variacion de pH (Tabla 31) en las muestras de judias (ensayo JUD_1). Sus lineas de tendencia
(aproximacion lineal) presentaron una suave pendiente negativa (Gréafico 24); esto es, se

produjo una acidificacion muy ligera de las muestras en dicho periodo.
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GRAFICO 24. Tendencia pH en muestras JUD_1 (ensayo judias)

(Elaboracion propia)
La pendiente de las rectas de regresion de minimos cuadrados que reportan las

lecturas de pH a lo largo del tiempo de muestreo (Tablas 31, 32 y 33) en cada uno de los

ensayos (normalizada dicha pendiente respecto a los valores maximos de ordenadas y de
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abscisas en el correspondiente ensayo), puede proporcionar un referente comparativo de

la magnitud de la variacién de pH habida en cada tipo de muestra (Tabla 30).

VARIACION pH MUESTRAS distinfos ENSAYOS
PENDIENTES PORCENTUALES RECTAS DE REGRESION NORMALIZADAS

ensayo JUD_1 m (%) ensayo COR_2 m (%) ensayo BAC_2 m (%)
control: $Vgg. 1has -0,88% control: $Vg5.24n -2,56% control: $Vsq.9¢: 1,95%
tp A:SV+HHP340.55.5  -2,38% to_A:SV+HHPso.29.5 -4,17% to A: SV+HHP3q0.50 8 1,05%
tp_B: SV+HHP 400556 -0,50% tp_B: SV+HHP5q0.50.8 -2,89% tp_B: SV+HHP 0504 011%

_f:l‘_(::i SV+HHP600.22.8 1132%

tp_D: SV+HHP 0. 508 2,24%

TABLA 30. Pendientes rectas de regresion pH distintos ensayos

(Elaboracién propia)

Conforme a los valores de dicha pendiente (Tabla 30), en este ensayo (JUD_1) las
muestras presurizadas tp_A (300 MPa, 55 °C, 8’) habrian experimentado una acidificacion
algo mds intensa (2.38%; frente a <1% resto de muestras). Asimismo, segun el ajuste de las
lineas de tendencia (Grafico 24), las muestras control mantendrian valores de pH superiores
a los de las muestras presurizadas durante su almacenamiento refrigerado.

En el ensayo COR_2 (cordero), con un tiempo de muestreo idéntico al caso anterior
(270 dias), también se advirtio una ligera tendencia decreciente en el pH de las muestras
(Grafico 25); si bien, algo mas acentuada que en las judias. En concreto, las muestras del
tratamiento presurizado tp_A (500 MPa, 29 °C, 8') experimentaron el mayor decremento
de pH (4.17%); tanto las muestras control, como las muestras presurizadas tp_B (500 MPa,
50 °C, 8’), mostraron una acidificacién similar (por debajo del 3%) (Tabla 30). Aprecidandose
mayor tasa de decrecimiento (linea de tendencia de aproximacion polinédmica: Gréfico 25)
en la primera mitad del periodo de almacenamiento. También en este ensayo, las lineas de

tendencia con los valores de pH mas elevados corresponderian a las muestras control.
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pH de DISTINTAS MUESTRAS
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GRAFICO 25. Tendencia pH en muestras COR_2 (ensayo cordero 2)

(Elaboracién propia)

Con una mayor diversificacion de muestras presurizadas (cuatro), e inferior tiempo
de almacenamiento que los ensayos precedentes (105 dias), en el ensayo BAC_2 (bacalao)
se invirtid el signo de las pendientes de las lineas de tendencia: en general, las distintas
muestras experimentaron una ligera alcalinizacién (Gréfico 26). Segun la pendiente de las
rectas de regresién (Tabla 30), este incremento de pH habria resultado algo mayor (2.24%)
en las muestras que recibieron el tratamiento HHP mds intenso: tp_D (600 MPa, 50 °C, 8');
mientras que la pendiente de las muestras control se aproximé al 2%. Las muestras tp_B
(600 MPa, 50 °C, 4’), con tiempo de retencidon HPP inferior, presentaron la aproximacion
lineal con menor pendiente (0.11%). Segun se infiere de las lineas de tendencia de 22 grado,
tanto en las muestras control como en las presurizadas tp_D, la mayor tasa de variacién en

el pH se habria producido durante la primera mitad del periodo de almacenamiento. Como
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en los casos que anteceden, las lineas de tendencia que presentan los valores de pH mas

elevados corresponden a las muestras control (Grafico 26).

pH de DISTINTAS MUESTRAS
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GRAFICO 26. Tendencia pH en muestras BAC_2 (ensayo bacalao 2)

(Elaboracion propia)

La medicién de pH en los diferentes
pH MUESTRAS ensayo JUD_1

ensayos a lo largo de su correspondiente
S$Vs0.1has SV+HHP3g0.55.9 SV+HHP0g.55.5 Y & P

pH DSo pH DSo pH DSo

o 597 001 | 589 +002| 586 =*0,04

3 6,03 004 | 6,01 +0,06| 587 =0,06

/7 | 604 £0,01 | 603 002 | 601 +0,02

14 | 6,04 +004 6,07 +£007 | 604 0,04

30 | 5,91 006 5,98 006 | 590 =0,00
60 | 6,05 004 6,15 £001 | 605 *0,13
0 | 5,92 +0,13 | 583 +001 | 5,67 =*0,03
120 5,82 +0,04 | 574 +001 | 570 +0,05
150 6,03 +0,08 | 6,08 +0,11 | 598 +0,06
180 5,94 +£0,15 | 5,92 £0,13 | 6,00 +0,01
210 605 +007 | 584 +003 | 602 +004
240| 5,94 +0,05 | 584 +007 | 585 +0,01
270 5,93 0,05 | 5,92 +002 | 586 +0,01

periodo de almacenamiento refrigerado

proporciond las lecturas subsiguientes.

tiempo (dias)

TABLA 31. Lecturas de pH en muestras JUD_1 (ensayo judias)

(Elaboracién propia)
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pH MUESTRAS ensayc COR_2

SVis.aan  SV+HHPsgo.29.5 SV+HHPsg0.50 5
pH DSo pH DSo  pH DSo
0 6,13 +003 6,16 +0,13 6,22 +0,12
3 6,18 +000 6,17 +000 6,18 +0,09
7 6,29 0,13 | 6,32 0,13 | 6,32 0,11
14 6,09 £001 | 6,22 0,06 | 5,96 011
30 6,06 +002 | 596 +0.01 | 599 005
60 6,15 +0,13 | 6,02 +007 592 +003
50 6,07 +003 6,03 +004 5,97 +00l
120 5,98 +0,11 | 595 +006 | 589 =00l
150 6,00 £0,06 | 5,95 +002 | 5,98 =001
180 6,08 +005 | 607 £004 | 6,11 +0,04
210 6,17 £0,19 | 6,00 +0,09 6,04 0,07
240 5,95 +0,02 | 5,92 +0,02 | 589 0,02
270 6,00 £001 | 5,92 0,11 | 598 0,06

flempo (dias)

TABLA 32. Lecturas de pH en muestras COR_2 (ensayo cordero 2)

(Elaboracion propia)

pH MUESTRAS ensayo BAC_2

$Vs2.20 SV+HHP300.50-8 SV+HHP400.50.4 SV+HHPg00.22.8 SV+HHP4g0.50-8

pH DS o pH DS o pH DS © pH DS o PH DS o

0 6,69 002 6,62 007 6,71 016 4,73 001 | 6,49 =007
3 6,72 +004 6,59 1001 6,76 £006 6,62 £0,16 | 6,74 +0,02
7 6,74 +007 6,83 009 | 6,71 008 6,76 +0,03 | 6,74 £0,0]
14 6,65 £004 64,66 +0,18 6,49 008 4,63 006 | 6,70 £0,02
30 6,57 003 4,68 +001 6,61 0,15 4,56 +008 | 6,78 +0,03
45 6,96 005 6,58 *0,05 6,66 008 6,69 +006 || 6,64 0,06
60 6,83 007 6,81 +x006 6,69 £011 | 6,71 009 | 6,82 £0,02
75 6,81 £0,10 | 4,71 *000 6,78 001 | 4,76 *002 | 6,73 £0,05
%0 6,76 001 6,71 001 6,65 =001 4,75 006 | 6,82 +0,02
105 6,80 +0,01 6,73 0,02 | 6,61 =001 4,75 *0,10 | 6,79 =*0,08

tiempo (dias)

TABLA 33. Lecturas de pH en muestras BAC_2 (ensayo bacalao 2)
(Elaboracion propia)

4.3.2. OTROS RESULTADOS
Como se vio anteriormente, en la representacidn correspondiente a la evolucién de
aerobios mesofilos totales de las muestras control en el ensayo preliminar de cordero

(COR_1) (Gréfico 6), a tas se produjo un brusco incremento del recuento de células viables
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(pasando a casi 4 unidades logaritmicas, tras una serie invariable de recuentos por debajo
del limite de deteccidn).

Mediante tincidn de Gram se obtuvo una primera aproximacion a la caracterizaciéon
de tales microorganismos. Procedimiento que reveld su morfologia bacilar y su caracter

grampositivo (llustracién 30).

) AL g

) . * R
-": ’(Pf‘ -’ i

-

ILUSTRACION 30. Bacilos Gram+ en TSA a t,s COR_1 (ensayo preliminar cordero)

(Elaboracion propia)

Andlogamente, en la representacion de los recuentos de meséfilos aerobios totales
del ensayo preliminar de bacalao (BAC_1), tanto en TSA como en TSA salino, se produjeron
sendos repuntes de cierta similitud (Gréficos 10 y 11): tras una serie de recuentos previos
por debajo de 2 log UFC/g en ambos medios; si bien, mas tempranamente que en el caso
del cordero (en t3g). En esta ocasidn la tincién permitié determinar que los responsables

del sustancial incremento en los recuentos de células viables (tanto en un medio como en




INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL
otro) era atribuible a cierto género indeterminado de microorganismos grampositivos con

morfologia cocoidea (llustracion 31).

ILUSTRACION 31. Cocos Gram+ en TSA a t; BAC_1 (ensayo preliminar bacalao)

(Elaboracion propia)
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4.4. APRECIACIONES ORGANOLEPTICAS

Si bien ya se ha mencionado la subjetividad intrinseca de este tipo de pruebas y, por
tanto, la limitada validez de cualquier resultado o deduccién extraible de ellas, como una
consecuencia implicita en la profania o el desentrenamiento de quienes debian emitir las
valoraciones (los encuestados); acaso también convendria resaltar alguna percepcién de
guienes se encargaron de realizar las pruebas (los encuestadores): impresiones que podrian
de algin modo contribuir a aquilatar la certidumbre efectiva de este procedimiento (o, tal
vez, a todo lo contrario). De cualquier forma, se incluyen un par de percepciones de los

encuestadores (también muy subjetivas):

1. En la primera de las pruebas (test triangular) de identificacién de muestras iguales
(llustracién 27), el encuestado/a debia optar entre:

- Una seleccién simple: marcar la casilla no diferenciables.

- Una seleccién doble: marcar las 2 casillas de las muestras, a su parecer, idénticas.
— Entre los encuestados que creyeron diferenciar las muestras y, por tanto, debieron
sefialar dos iguales entre tres posibles, en ocasiones se pudo vislumbrar cierto grado

de resolucidn quinielistica en la seleccidn de las opciones.

2. En el segundo formulario (comparacion entre pares), se pedia al encuestado/a
cuantificar la diferencia entre determinados atributos sensoriales de dos muestras
conforme a una escala numérica (llustracion 28). La mayor parte de estas pruebas se
realizaron concatenadamente; esto es: un mismo encuestado cumplimenté ambos

formularios sobre la misma terna inicial de muestras (desechando una de ellas en el
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test de pares). Constatandose que el 100% de las divergencias sefialadas en alguno
de los atributos a comparar en la segunda prueba (es decir, cualquier valoracidn
numérica distinta de 4) procedieron de encuestados que en el test triangular
creyeron percibir diferencias entre las muestras.

— Un hecho que, a la vista del porcentaje de aciertos alcanzado por este segmento
de encuestados en la primera prueba, induce a sospechar que pudiera tratarse de un

sesgo afiadido en la certidumbre de la valoracién.

4.4.1. TEST TRIANGULAR
En el ensayo JUD_1 (judias) se realizaron a distintos tiempos catorce pruebas que
combinaban muestras control y presurizadas, y siete en donde las tres muestras eran

presurizadas (Tabla 34).

TEST TRIANGULAR de diferenciacion de muestras

NO SE APRECIA SE IDENTIFICAN SE RECONOCEN

ensayo , -
DISTINCION ENTRE ' ERRONEAMENTE LAS MUESTRAS
JuD_1 LAS MUESTRAS | LAS MUESTRAS IDENTICAS
CONTROL vs PRESURIZADOS EE— 3 o 0
(SV vs HHP) e S B
ENTRE TIPOS DE PRESURIZADOS . 2 S o -
s 43% , : 007

TABLA 34. Resumen formularios test triangular en JUD_1 (ensayo judias)

(Elaboracion propia)

TEST TRIANGULAR de diferenciacion de muestras
ENSAYOS JUD_1

100

ENO SE APRECIA
75 DISTINCION
ENTRE MUESTRAS

M SE IDENTIFICAN
ERRONEAMENTE
LAS MUESTRAS

HSE RECONOCEN
LAS MUESTRAS
IDENTICAS

# HHP SmE T

GRAFICO 27. Comparativa test triangular (SV vs HHP y #HHP) en JUD_1 (ensayo judias)

(Elaboracion propia)
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En la primera combinacion (SV vs HHP) casi % partes de los encuestados reconocieron
no apreciar diferencia entre muestras, el tercio restante las identificé erréneamente. En el
caso con tres muestras presurizadas el resultado fue bastante similar (Grafico 27). Ninguno
de los encuestados supo indicar qué muestras que habian recibido un tratamiento idéntico
(ni en SV vs HHP, ni en # HHP).

Entre los ensayos COR_1 y COR_2 se llevaron a cabo un total de doce test donde se
combinaban muestras control y presurizadas, y otros ocho en donde la totalidad de las

muestras eran presurizadas (Tabla 35).

TEST TRIANGULAR de diferenciacion de muestras

NO SE APRECIA SE IDENTIFICAN SE RECONOCEN

ensayos , 5
DISTINCION ENTRE  ERRONEAMENTE ~ LAS MUESTRAS
COR_1&COR_2 LAS MUESTRAS  LAS MUESTRAS IDENTICAS
CONTROLvs PRESURIZADOS & ., oo & o0 0 000%
(SV vs HHP) S R o
ENTRE TIPOS DE PRESURIZADOS 4 i 3 S | 1 5
(# HHP)

TABLA 35. Resumen formularios test triangular en COR_1&COR_2 (cordero ambos ensayos)

(Elaboracion propia)

TEST TRIANGULAR de diferenciacion de muestras
= ENSAYOS COR_1y CORD_2

HENO SE APRECIA
75 DISTINCION
ENTRE MUESTRAS

W SE IDENTIFICAN
ERRONEAMENTE
LAS MUESTRAS

50

WSE RECONOCEN
LAS MUESTRAS
IDENTICAS

# HHP tipo de tiangulacién

GRAFICO 28. Comparativa test triangular (SV vs HHP y #HHP) en COR_1&COR_2 (cordero ambos ensayos)

(Elaboracion propia)

En los test que combinaban muestras control y presurizadas, algo mas de la mitad de
los participantes no aprecié diferencia entre las muestras; el resto de encuestados las
identificd erréneamente. En los test de muestras HHP, el 50% no percibié diferencias, %

partes errd en la identificacidn, y sélo % parte supo diferenciar las muestras (Grafico 28).
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En el conjunto de los ensayos BAC 1 y BAC_2' se realizaron un total de trece test
que combinaban muestras control y presurizadas, y quince pruebas integradas Unicamente

por muestras presurizadas con distintas parametrizaciones (Tabla 36).

TEST TRIANGULAR de diferenciacion de muestras
ensayos NO SEAPRECIA  SE IDENTIFICAN  SE RECONOCEN
DISTINCION ENTRE ERRONEAMENTE  LAS MUESTRAS
BAC_1&BAC_2 LAS MUESTRAS | LAS MUESTRAS IDENTICAS

CONTROL vs PRESURIZADOS . e B :

(SV vs HHP) . S
ENTRE TIPOS DE PRESURIZADOS s . 470 8 £n 2q0r 0

(# HHP)

TABLA 36. Resumen formularios test triangular en BAC_1&BAC_2 (bacalao ambos ensayos)
(Elaboracion propia)

TEST TRIANGULAR de diferenciacion de muestras
ENSAYOS BAC_1y BAC_2

BNO SE APRECIA
75 DISTINCION
ENTRE MUESTRAS

M SE IDENTIFICAN
=y ERRONEAMENTE
LAS MUESTRAS

WSE RECONOCEN
LAS MUESTRAS
IDENTICAS

SV vs HHP # HHP tipe de fiangulaciér

GRAFICO 29. Comparativa test triangular (SV vs HHP y #HHP) en BAC_1&BAC_2 (bacalao ambos ensayos)
(Elaboracion propia)

En ambas modalidades (SV vs HHP y # HHP) mas de la mitad de los participantes no
identificaron las muestras correctamente. En el primer formato (SV vs HHP), casi un 40%
reconocieron no apreciar distincion entre muestras; la fraccidn restante (en torno a un 8%)
supo diferenciar las muestras. En el segundo caso (# HHP) ningln encuestado consiguid

indicar qué muestras eran idénticas (Grafico 29).

11 pesafortunadamente, en el ensayo BAC_2 los recuentos viables de enterobacterias en las muestras control a to impidieron su inclusién en las pruebas de
valoracion sensorial. Todos los test CONTROL vs PRESURIZADOS (tanto triangulares, como de comparacion entre pares) realizados con bacalao corresponden
al ensayo BAC_1; todos, salvo un caso:

En dicha excepcidn, realizada en t;, se completaron ambos test. Se llevd a cabo por peticidn expresa del encuestado, siendo éste plenamente conocedor de
las circunstancias excepcionales que concurrian en la prueba, y consciente de que alguna de las muestras que se iban a valorar podia no reunir completas
garantias de inocuidad microbioldgica.

Los resultados de tales pruebas fueron:

- Test 1: Identifico errdneamente las muestras.

- Test 2 : Valoracion 4 en todos los atributos sensoriales.




INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL

4.4.2. TEST DE COMPARACION ENTRE PARES

En esta prueba el encuestado debia comparar el grado de similitud de determinados
atributos de las muestras, conforme a una escala numérica de 0 a 4 (Tabla 17).

En el ensayo JUD_1 se realizaron trece test que enfrentaban muestras control con
muestras presurizadas (SV vs HHP), y nueve que comparaban la divergencia (o semejanza)

de los atributos de muestras con distintos tratamientos hiperbdaricos (# HHP) (Tabla 37).

TEST de COMPARACION ENTRE PARES de muestras
ensayo
g 2§ s
5 3 = @
E E3zg¢ 2 2 o
= = =2 < E o= 2 [T
<TOTAL> , =390 28 g B3 HEHE
_ [v] £ a 2al 2 E Wz 5' ]
<TOIAL> e =3.94 8% SES 2% &5 BE &
0 1 2 3 4 <>
COLOR 1 12 | 3,92
CONTROL vs PRESURIZADOS SABOR 13 | 4,00
(SV vs HHP) OLOR 1 12 | 3,92
TEXTURA ] 1 11 3,77
COLOR 1 8 3,89
ENTRE TIPOS DE PRESURIZADOS saBoOR ] 8 3,89
(# HHP) OLOR 9 4,00
TEXTURA 9 4,00

TABLA 37. Resumen formularios test comparacion entre pares en JUD_1 (ensayo judias)

(Elaboracion propia)

TEST de COMPARACION ENTRE PARES de muestras
ENSAYO JUD_1

COLOR COLOR
49 4
3 3
2 2

--@--- SV vs HHP
1 1
e # HHP
TEXTURA |@ ) MSABOR  TEXTURAME ) i SAEOR
N
oLoR OLOR

GRAFICO 30. Comparativa test entre pares (SV vs HHP y #HHP) en JUD_1 (ensayo judias)

(Elaboracién propia)
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En las pruebas SV vs HHP realizadas el promedio total de similitud entre muestras se
cifré en 3.90 (tabla y grafico de la pdgina precedente); siendo la textura el atributo mds
afectado (3.77), y el sabor el atributo de mayor grado de coincidencia (4.00). En las pruebas
comparativas # HHP, el promedio total resultd muy semejante (3.94); percibiéndose en
este caso el olor y la textura como los atributos de maxima similitud (4.00), y el resto
levemente afectados (3.89) (Grafico 30).

En los ensayos COR_T1&COR_2 se cumplimentaron un total de trece pruebas en
donde se combinaban ambos tipos de muestras (SV vs HHP), y ocho en que se empleaban

Unicamente muestras presurizadas (# HHP) (Tabla 38).

TEST de COMPARACION ENTRE PARES de muestras
ensayos N "
COR_1&COR 2 - s |8 g o
= S 8 = g | O
E 23y88 2 | 2 o
= = L 2
<IOTAL> _, .=394 £ E g 5 % E 5 §‘§ - E %
= CE E25 2% 5= 3w O
STOAZ s =371 8L 278 8% 5% 8f ¢
1] 1 2 3 4 <>
COLOR 13 4,00
CONTROL vs PRESURIZADOS SABOR 1 12 | 3,92
(SV vs HHP) OLOR 13 | 4,00
TEXTURA ] 12 3,85
COLOR s | 4,00
ENTRE TIPOS DE PRESURIZADOS saABOR 1 7 3,88
(# HHP) OLOR 8 | 4,00
TEXTURA 2 6 3,75

TABLA 38. Resumen formularios test comparacion entre pares en COR_1&COR_2 (cordero ambos ensayos)

(Elaboracion propia)

En este caso los promedios totales resultaron muy préximos a los del ensayo anterior:
En la comparativa SV vs HHP fue 3.94; siendo color y olor los atributos de mayor semejanza
(4.00), mientras que la textura se percibié como el mds divergente (3.85). En los test de
presurizados (# HHP) el grado de similitud promedid en 3.91; repitiendo color y olor como

atributos menos alterados (4.00), y textura como el mas transformado (3.75) (Grafico 31).
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TEST de COMPARACION ENTRE PARES de muestras
ENSAYOS COR_1&COR_2

COLOR COLOR
4 Q E=y
3 &3
2 2

<-4+ SV vs HHP
1 1
-+ # HHP
TEXTURA @ o J@5ABOR TEXTURA {ili- o -l SABOR
) w
OLOR OLOR

GRAFICO 31. Comparativa test entre pares (SV vs HHP y #HHP) en COR_1&COR_2 (cordero ambos ensayos)

(Elaboracion propia)

En los ensayos BAC_1&BAC_2 se efectuaron diez pruebas que incluian ambos tipos
de muestras (SV vs HHP), y quince pruebas que Unicamente comparaban muestras con

distintos tipos de presurizaciones (# HHP) (Tabla 39).

TEST de COMPARACION ENTRE PARES de muestras
ensayos . . 3 <

BAC_1&BAC_2 = zZ |5 |3 %

2 |«2./5,|% e Q

L, 23288 5. 2 QO

= w = [C) =
<TOTAL> SV vsHHP - 3'88 g E ﬁ g E % é §§ I':ZE g %
_ € o235 9f W< 5@

<TOTAL>,,, =387 |2 238 88 % B2 &

0 1 2 3 4 <>
COLOR 1 9 3,90
SABOR 1 1 8 3,70
CONTROL vs PRESURIZADOS OLOR 10 | 4,00
(SV vs HHP) TEXTURA 2 8 3,80
EMULSION 10 | 4,00
COLOR 2 13 3,87
SABOR 1 14 | 3,93
ENTRE TIPOS DE PRESURIZADOS  oLOR 15 | 4,00
(# HHP) TEXTURA 1 1 13 3.80
EMULSION 2 13 | 3,87

TABLA 39. Resumen formularios test comparacion entre pares en BAC_1&BAC_2 (bacalao ambos ensayos)

(Elaboracion propia)

Estos test incorporaban un quinto atributo a valorar: la consistencia de la emulsién.
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TEST de COMPARACION ENTRE PARES de muestras
ENSAYOS BAC_1&BAC_2

40 i
3 3
g > ? @+ SV vs HHP
“ 1 ‘° L) 1 "
: .- #HHP
0 4]
- T 0 [ TP -

GRAFICO 32. Comparativa test entre pares (SV vs HHP y #HHP) en BAC_1&BAC_2 (bacalao ambos ensayos)

(Elaboracion propia)

Los promedios totales de comparacién obtenidos fueron muy parecidos a los de las
elaboraciones anteriores. En las pruebas SV vs HHP el grado de similitud percibido fue de
3.88; resultando olor y consistencia de la emulsién los atributos de menor varianza (4.00),
y el sabor la caracteristica que se vio mds afectada (3.70). En las comparativas entre
muestras presurizadas (# HHP) el promedio total fue casi idéntico (3.89) al caso anterior;
siendo la textura el atributo en el cual se aprecio una diferencia mas significativa (3.80), y

el olor el que mantuvo mayor semejanza (4.00) (Grafico 32).
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5. DISCUSION

El tomate... ¢es un producto natural o una realidad imaginaria?

Ferran Adria (2015)
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Conforme a los resultados de este trabajo y considerando sus objetivos promotores,
acaso convenga efectuar primeramente una breve recapitulacidon que permita situarlos en
el extenso preambulo introductorio y sirva, a la misma vez, para contextualizar la discusidn
gue aqui se aborda.

En la caracterizacion que se realizo inicialmente de la técnica SV (tanto, a modo de
exordio, en el epigrafe 1.1. Tecnologia de barreras o de métodos combinados, como en el
epigrafe 1.2.8. Pasteurizacion por coccion sous vide, con un caracter mucho mas especifico),
ésta fue presentada como una de las mejores alternativas para la obtencién de alimentos
gue conjugaran gran calidad y durabilidad, con cierta simplicidad metodoldgica y un coste
reducido . Albergando este cimulo de virtudes genéricas una amplia
serie de ventajosas particularidades: como un considerable grado de reproducibilidad vy,
por tanto, de estandarizacion (si bien, tanto en éste como en el siguiente
punto, habria que exceptuar las cocciones inmediatas, las cuales requieren consideracién

independiente); una notable reduccién del riesgo de sobrecoccién del alimento, al existir
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equilibrio térmico entre su punto geométrico de calentamiento mas tardio (corazén de
producto) y el medio exterior (agua o vapor) durante buena parte del tiempo de coccidn
(Tep=Tme) (Dominguez-Hernandez, Salaseviciene, & Ertbjerg, 2018); minoracion de mermas,
tanto por evaporacién, como por mejora de la retentiva tisular de su agua constitutiva (al
producirse una menor desnaturalizacion proteica) (Ayub & Ahmad, 2019); en consecuencia,
preservaciéon de sus componentes hidrosolubles y, en particular, aquellos biolégicamente
activos y con valor nutricional (Llave, y otros, 2017); asimismo, la baja intensidad térmica
del proceso y su ausencia de oxigeno van a minimizar la modificacidn estructural de acidos
grasos; que, junto a la menor desnaturalizacion proteica referida anteriormente, posibilita
que las propiedades organolépticas del alimento se vean transformadas en menor medida
(Falowo, Muchenje, & Hugo, 2017).

No obstante, entre las muchas cualidades que distinguen y acreditan a esta técnica,
habria que destacar la que probablemente resulte su peculiaridad mas aventurada: ésta no
es otra que la propia significacidon gastronémica de la metodologia SV, cdmo se conceptia
su practica en el seno de la restauracién comercial de vanguardia. En tales ambitos SV es,
ante todo, sindnimo de calidad sensorial, de un afan por preservar la genuina identidad del
producto, por minimizar la degradacién organoléptica inherente al cocinado, en un ajuste
llevado hasta el limite... Un limite que no resulta facil de precisar (Stringer & Metris, 2018);
gue en el caso del ensayo BAC_2, segln se ha visto (Grafico 14), vino determinado in
extremis por los recuentos viables de enterobacterias en to.

Ahora bien, salvo en aquellos tratamientos SV que se realizan por debajo del umbral
térmico de seguridad (modalidad de coccién SV directa o inmediata), que representaran la
base de disertacion de este capitulo, por encima de determinada intensidad (temperatura-

tiempo) esta técnica garantiza un grado de pasteurizacidén del alimento que permite su
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conservacion refrigerada. Incuestionable evidencia de ello son los resultados obtenidos en
los ensayos realizados en este trabajo con judias verdes (JUD_1: SVgoec.105’) 0 con cordero
(COR_2: SVesec-2an); en los cuales, los recuentos de células viables permanecieron bajo el
umbral de deteccidon durante la totalidad del periodo de muestreo (9 meses) en todos los
medios de cultivo (TSA, MC, BGA, BP y PALCAM).

Como se ha referido anteriormente, la temperatura aplicada en el procesado SV, si
bien persigue una minimizacién, ha de ser compatible con la naturaleza tisular de la matriz
alimentaria: la intensidad térmica aplicada a los vegetales (generalmente, Tsv > 85 °C) es
muy superior a la que suelen recibir las carnes (58 °C < Tsy < 75 °C), o los pescados y
mariscos (en ocasiones Tsy < 50 °C); todas ellas por debajo de las temperaturas que han de
aplicarse a las legumbres (Tsy 2 100 °C: del orden las empleadas en coccidn tradicional)
(Myhrvold, Young, & Bilet, 2015); (Tansey & Gormley, 2004).

En el caso de la coccidn SV de los vegetales, no se aplican temperaturas inferiores a
80 °C; las cuales garantizan la completa gelificacion de los almidones, asi como de pectinas
y otras fibras solubles (Iborra-Bernad, Garcia-Segovia, & Martinez-Monzo, 2015). Distintos
trabajos han estudiado la coccidn de vegetales mediante esta técnica, en el citado rango
de temperaturas: calabaza a 90 °C durante 30 minutos (Gomes da Silva, Machado Sousa,
Figueiredo, Gouveia, & Severino Lima, 2019); patata con aceite de romero a 105 °C durante
30 minutos (Amoroso, Rizzo, & Muratore, 2019); col de Bruselas a 90 °C durante 45 minutos,
coliflor y romanesco a 90 °C durante 45 minutos (Florkiewicz, Socha, Filipiak-Florkiewicz, &
Topolska, 2018); diversas hortalizas (zanahoria, apio, puerro, chalota, pimiento, apionabo,
raiz de perejil...) a 84 °C durante 30-60 minutos (Kosewski, y otros, 2018); esparrago a 80 °C
durante 15 minutos (Gonnella, Durante, Caretto, D'Imperio, & Renna, 2018); remolacha a

85 °C durante 3 horas, judias verdes a 85 °C durante 90 minutos, o brécol a 85 °C durante
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45 minutos (Czarnowska-Kujawska, Draszanowska, Chrost, & Starowicz, 2023). Estudios en
los que se evalua, principalmente, la calidad sensorial y nutricional de vegetales de V Gama
SV, y, en particular, aspectos como la preservacion de sus compuestos bioactivos de indole
termolabil (vitaminas, betacarotenos, licopenos, antocianinas, glucosinolatos y algunas
otras sustancias antioxidantes), o la retencién de minerales (Kilibarda, y otros, 2018). En
concreto, el estudio de cocciones SV a una misma temperatura y diferentes intervalos de
tiempo evidencié que la retencidon de minerales no decrecia al aumentar el tiempo de
coccion; idéntico comportamiento mostraron los compuestos volatiles. En cuanto a la
valoracion sensorial de las muestras, las que recibieron tratamientos de mayor intensidad
se percibieron con sabor y aromas mas concentrados; siendo las mejor valoradas en calidad

general (Grafico 33) (Czarnowska-Kujawska, Draszanowska, Chrost, & Starowicz, 2023).

VALORACION ORGANOLEPTICA JUDIAS VERDES SV A DISTINTOS TIEMPOS DE COCCION

CALIDAD GENERAL

ATRACTIVO DEL SABOR

ATRACTIVO DEL AROMA |
INTENSIDAD DEL AROMA T

INTENSIDAD DEL COLOR
CONSISTENCIA

APARIENCIA GENERAL

o] 1 2 3 4 5 -] 7 8 9 10

ESCALA DE VALORACION
W 35°C-90'
v W 85°C-80
85°C 30"

INTENSIDAD
TRATAMIENTO §

GRAFICO 33. Valoracién sensorial judias verdes con tratamiento SV a distintas intensidades

Adaptado de: (Czarnowska-Kujawska, Draszanowska, Chrost, & Starowicz, 2023)

Ensayos similares se llevaron a cabo con brécol y remolacha, obteniéndose resultados

analogos en todos los pardmetros evaluados, excepto en uno: la intensidad del color. Un
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hecho que podria justificarse por un incremento de la concentracion de pigmentos como
la feofitina en los tratamientos térmicos de una mayor duracién (Czarnowska-Kujawska,
Draszanowska, Chrost, & Starowicz, 2023).

En lo que respecta a la calidad microbioldgica de este grupo de elaboraciones, dado
gue la mayor parte de los vegetales permiten una prehigienizacion mediante inmersion en
dilucion clorada, junto a la considerable intensidad de los tratamientos térmicos que se
aplican, y considerando que la temperatura éptima de crecimiento de los microorganismos
de mayor patogenicidad (Gréfico 34) se situa entre 30 y 50 °C (Zavadlav, y otros, 2020), se
podria convenir que tales elaboraciones presentan, en general, un considerable grado de

seguridad.

RANGOS TERMICOS DE CRECIMIENTO DE LOS PRINCIPALES PATOGENOS ALIMENTARIOS

TEMPERATURA °C

MICROORGANISMOS 34 35 36 37 338 37 40 41 42 43 44 45 46 47 43 49 50 51 52 53 54

Bacillus cereus

Campylobacter spp.

Clostridium botulinum

Clostridium perfringens |

Escherichia coli (stec)

Listeria monocytogenes | _ ‘
Shigella spp. | | - |

E

Vibrio parahaemolyticus | | - |

Staphylococcus aureus

crecimiento [
crecimienio ornimo [l
PRODUCCION DETOXINAS EN ALIMENTOS I

GRAFICO 34. Rangos térmicos de crecimiento de patégenos alimentarios

Adaptado de: (Zavadlav, y otros, 2020)
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La reduccién de compuestos volatiles y humedad durante la cocciodn, la inhibicién de
reacciones oxidativas, la imposibilidad de contaminacién cruzada durante el almacenaje, la
reduccion del crecimiento bacteriano aerdbico y otra serie de ventajas que, en su conjunto,
se traducen en una mejora sensorial y nutricional del producto (Onyeaka, y otros, 2022)
resultan, sin embargo, insuficientes en la medida que el decremento térmico de la coccidn
SV no ofrece unas garantias microbiolégicas certeras. Entre los factores que inciden sobre
la calidad microbioldgica de las elaboraciones SV se hallan, principalmente, la intensidad
del tratamiento térmico aplicado y la carga microbiana inicial de las materias primas, asi
como la temperatura vy la velocidad del enfriamiento tras la coccién, y el control térmico de
su almacenamiento refrigerado (Armstrong, 2000). Si los primeros determinaran el poder
higienizante del tratamiento, estos ultimos evitaran el crecimiento de células bacterianas
supervivientes (o en estado subletal), y una posible germinacién de esporas durante el
transcurso del almacenamiento.

La trascendencia de la intensidad del tratamiento SV sobre la calidad microbiolégica
de la elaboracién queda patente en los resultados obtenidos en los ensayos de cordero:

COR_1y COR_2 (Tabla 40).

ENSAYOS CORDERO
CALIDAD MICROBIOLOGICA t4 (MESOFILOS AEROBIOS)

ENSAYO TRATAMIENTOS APLICADQOS | UFC MAXIMO
©9 ACEPTABLE

SVy7.5:c, 8h 4,54

ensayo COR_1 : 5,00
SV 75-c 8h + HHPsgo mpg, 24°c,¢ < 1,30
$Vis-c, 24n <1,30

ensayo COR_2: e 5,00
SVis:c 2an ¥ HHPs0o mpa, 29°c,.a¢ < 1,30

TABLA 40. Calidad microbioldgica (log UFC) a teyensayos cordero

(Elaboracién propia)
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Como se ha indicado, en el caso de la coccion SV de las carnes el rango térmico que
se suele emplear se halla netamente por debajo del aplicado a los vegetales. En particular,
las carnes rojas (vacuno, ovino, caza mayor o equino), con una distribucién de nutrientes
en torno a 5% grasa y 20% proteina (variable en un estrecho intervalo, en funcidn de edad,
sexo, alimentacién o raza del animal), se caracterizan por presentar los valores mas altos
en proteinas del estroma (tejido conectivo: colageno y elastina). La calidad gastrondmica
de las elaboraciones carnicas se encuentra estrechamente relacionada con los procesos de
desnaturalizacion proteica, y con los cambios que ésta induce en la estructura fibrilar de la
musculatura . Durante el tratamiento térmico se
suceden diferentes procesos: por una parte, se produce la agregacion y gelificacion de las
proteinas sarcoplasmaticas (desde los 40 °C, hasta completarse su transformacién en torno
a 60 °C); a dicha temperatura se inicia, en primera instancia, una contraccién del tejido
conectivo (proceso que se intensifica al superar los 65 °C) y, unavez que la
estructura del colageno se halla su totalmente desnaturalizada, éste se vuelve hidrosoluble,
dando comienzo su gelificacidn ; por otra parte, entre 40 °Cy
60 °C los filamentos musculares (compuestos, hasta en un 70%, por actina y miosina, que
pueden retener hasta el 75% del agua de la musculatura) experimentan una contraccion
transversal, incrementando el espacio intermiofibrilar; por encima de los 65 °C se produce
la contraccion longitudinal de las miofibrillas, lo que reduce sustancialmente la capacidad
de retencidn de agua del musculo . Procesos éstos que
van a determinar tanto la calidad sensorial como nutricional de la elaboracién resultante;
y que dependeran, principalmente, de la intensidad del tratamiento SV (temperatura-

tiempo) y de la velocidad de transferencia del calor
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En cortes de vacuno con alto contenido en tejido conectivo, como el costillar, se ha
constatado que la intensidad de la coccion SV (c1: 80 °C, 45’; ¢2: 60 °C, 4h 30’; c3: 60 °C, 10h)
determina el grado de las transformaciones fisicoquimicas que experimenta la carne; en
concreto: su dureza decrecié con el tiempo de coccidn (c1> ¢z > ¢3); la merma por cocinado
fue mayor para la temperatura mas elevada (c1 > c3 > ¢;); las tonalidades rojo-rosaceas
predominaron en los tratamientos de menor intensidad, pardedndose a medida que se
incrementaba la temperatura y el tiempo (principalmente, por la desnaturalizacién de la
oximioglobina a metamioglobina); por su parte, la degradacidn lipidica (segun presencia de
TBARS: acronimo anglosajon de Thiobarbituric Acid Reactive Substances) aumentd en la

medida en que se intensificd el tratamiento (c3 > ¢1 > ¢2)

Otros ensayos que han aplicado diferentes combinaciones de intensidad en coccidn
SV (53 °C y 58 °C, entre 6 y 30 horas) a diversos tipos de carne (ternera, cerdo y pollo)
evidencian que, en general, la carne resulta mas tierna, y menos jugosa, segun se intensifica
el tratamiento SV. Si bien, en carnes blandas como el pollo (con escaso tejido conectivo),
una coccién prolongada no supone mejora cualitativa
Los resultados de un estudio realizado con lomo de cordero sometido a tratamientos
SV con numerosas combinaciones de temperatura y tiempo (60 °C, 70 °Cy 80 °C, durante
6, 12 y 24 horas) se hallan en concordancia con las transformaciones (dureza, jugosidad,
merma, color...) observadas, como se ha indicado, en otras carnes rojas. Constatandose
gue cualquier de estos tratamientos proporciona una importante reduccion de la carga
bacteriana, incluso el de menor intensidad (60 °C, 6h)
. Asimismo, se pudo comprobar que tanto la oxidacién de lipidos (empleando

como marcador la presencia de sustancias reactivas con el acido tiobarbiturico), como la
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oxidacion proteica (en este caso, con la abundancia de grupos carbonilo como indicador)
se vieron incrementadas en los tratamientos de mayor intensidad; debiendo, por tanto,
escoger una combinacién adecuada de temperatura y tiempo, segun las caracteristicas
concretas del tipo de carne, que optimice la relacidon entre su calidad sensorial y la citada
degradacion lipido-proteica (Roldan, Antequera, Armenteros, & Ruiz, 2014).

En los ensayos de cordero realizados en este trabajo, COR_1 (SVes75°c.sh) y COR_2
(SVes°c.24n), el corte de cordero empleado, pierna trasera, posee un contenido en proteinas
del estroma bastante mas elevado que el lomo (caso de los estudios precedentes); por
tanto, temperaturas inferiores a las empleadas dificultarian (o diferirian en exceso) la
gelificacion del colageno. Aceptando que entre las combinaciones empleadas (SVe7.5:c.sh Y
SVesec.24n) se hallara la intensidad mds iddnea para la coccidn de la pierna de cordero, y en
vista de los resultados de vida util que se han obtenido (Tabla 40), cabria plantearse si una
higienizacién adicional mediante HPP podria suponer algun valor afiadido para el producto.
Si bien, como ya se indicd, este tipo de tratamientos no alteran de forma significativa las
cualidades sensoriales del alimento (mucho menos si, previamente, sus nutrientes han
sufrido una desnaturalizacidn térmica); en caso de requerirse una eventual extensién de su
vida util, ésta podria alcanzarse facilmente con una ligerisima variacion en la intensidad de
la coccion SV.

Una situacién muy distinta se planted en los ensayos realizados con pescado.

Si se establece una comparativa®? entre los ensayos de bacalao, BAC_1 (SVs7.1°c30') ¥
BAC_2 (SVs2:c20), considerando los tratamientos aplicados y los resultados obtenidos (en

términos de vida util) se observa (Tabla 41) la trascendencia higienizante que posee la

12 Sj bien, las diversas muestras de bacalao no procedieron de un Unico lote, se parte del siguiente supuesto: los animales poseian similar grado de frescura,
y los procedimientos de limpieza, despiece y porcionado se realizaron con una rigurosidad en la higiene muy semejante; por tanto, se asume una carga
microbiana inicial equiparable en los diferentes lotes de muestras.
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intensidad del procesado SV por debajo del umbral térmico de seguridad: un decremento
en la temperatura del 9% (AT=-5.1 °C) y de % en el tiempo de aplicacion del tratamiento
(At=-10’), marcan la diferencia entre la posibilidad de 45 dias de conservacion refrigerada

y un consumo forzosamente inmediato (con una calidad microbioldgica casi inaceptable).

ENSAYOS BACALAO
EXTENSION DE VIDA UTIL SEGUN TRATAMIENTO

ENSAYO TRATAMIENTOS APLICADOS ~ VIDAUTIL  GRUPO BACTERIANO
) o (dias) LIMITANTE
SVs7.1 ¢ 30 45 AEROBIOS MESOFILOS
ensayo BAC_1: .
SVs7.1c, 300 + HHPsoo mpa, 245, 8 60 AEROBIOS MESOFILOS
SVs,-c 20 0 ENTEROBACTERIAS
ensayo BAC_2: -
SVsy-c 20 + HHP 400 mpa, 50°C. & 70 AEROBIOS MESOFILOS

TABLA 41. Resumen vida util ensayos bacalao
(Elaboracién propia)

Cierto es que esta minoracién en la intensidad de los tratamientos, también marca la
diferencia entre la flexible jugosidad de un alimento poco hecho y la colapsada firmeza de
un producto muy préximo a su completa desnaturalizacién proteica.

Precisamente, este previsible aumento en la proliferacién bacteriana (por descenso
de la intensidad en la coccion SV, de BAC_1 a BAC_2) motivd la inclusidn de un estudio de
biodiversidad mediante secuenciacién en el segundo ensayo, que permitiria identificar la
composicidn dinamica de las poblaciones microbianas; a la vez que se optaba por aplicar
una combinatoria multiple en los parametros del tratamiento hiperbarico, con el fin de
evaluar la medida en que cada uno de éstos contribuye a la inhibicién microbiana.

El estudio de diversidad de dicho ensayo (BAC_2) reveld que en las muestras control
(SV: 52 °C, 20’), a to, las principales poblaciones bacterianas correspondian a las familias

Bacillaceae, Enterobacteriaceae y Burkholderiaceae.
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Anoxybacillus fue el principal representante de la familia Bacillaceae. Género que, no
sélo se detectd en las muestras control durante el almacenamiento temprano (en to, y t3),
sino también en todas las muestras presurizadas (hasta tso). Si bien, Anoxybacillus fue
descrito inicialmente como un microorganismo anaerobio estricto (de ahi su nombre),
revisiones posteriores lo catalogaron como anaerobio facultativo (Pikuta, y otros, 2000);
se trata un bacilo grampositivo, termofilo (puede crecer en un amplio rango térmico: entre
30y 70 °C), ligeramente alcaléfilo (pH dptimo entre 6y 9), y formador de esporas (Bremer,
Seale, Flint, & Palmer, 2009). Se ha llegado a aislar en aguas termales, donde puede ser un
género dominante (Narayan, Hatha, Morgan , & Rao, 2008); como también en la industria
lactea, donde su cardacter termoéfilo y esporulante lo convierten en un huésped frecuente e
indeseable (Palmer, Flint, Schmid, & Brooks, 2010). La mayoria de las secuencias de lectura
obtenidas para este género en el ensayo BAC_2 se asignaron a la especie Anoxybacillus
flavithermus subsp. flavithermus. Como en el caso de la industria lactea, la capacidad de
este género para desarrollar distintas estrategias adaptativas (produccion de endosporas,
formacién de biopeliculas o crecimiento termdéfilo), podrian explicar su presencia en las
muestras; probablemente a través del complemento de coccion (pilpil), elaborado segun
se indico (epigrafe 3.1.3. Elaboracion_C: Lomo de bacalao) mediante confitado de pieles,
aletas y cabeza del pescado a temperatura moderada (70-75 °C) en aceite de oliva. Por otra
parte, es conocido que la matriz alimentaria, seguin sea su naturaleza, ejerce cierto efecto
blindaje frente a la accidn inhibitoria de los tratamientos hiperbaricos; potenciandose este
apantallamiento en los sustratos lipidicos (Sehrawat, Kaur, Nema, Tewari, & Kumar, 2020).
Circunstancia que contribuiria a explicar su reiterada deteccién en muestras presurizadas.

Hipotesis éstas que, no obstante, habria que investigar.
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En las muestras control a toy t3, la mayor parte de las OTU pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae se asignaron a los géneros Escherichia-Shigella. Se trata, ciertamente,
de géneros taxondmicamente distintos: Shigella es un microorganismo muy especializado,
resultando patogénas para el ser humano todas sus especies ; mientras
que el género Escherichia es bastante mas diverso, muchas de sus especies forman parte
de la microbiota humana habitual en individuos sanos (como bacteria comensal del tracto
intestinal), mostrando patogenicidad Unicamente algunas cepas de la especie Escherichia
coli . Sin embargo, ambos géneros son filogenéticamente muy cercanos;
esto es, la mayor parte de su material genético es comun . Esta
gran similitud genética hace que diversos analisis de identificacién bacteriana muestren las
abundancias de los géneros Shigella y Escherichia conjuntamente (tal es el caso del estudio
de diversidad de este trabajo).

Las abundancias relativas de Escherichia-Shigella también fueron las mds destacables
de la familia Enterobacteriaceae en las muestras presurizadas durante los primeros dias de
almacenamiento (hasta t7). Un escenario que obliga siquiera a una sucinta reflexion...: la
presencia de poblaciones de este grupo microbiano (aun tratdndose de especies o cepas
no patogénicas; caso estadisticamente mds probable) se asocia normalmente a una higiene
defectuosa en la fase de preelaboracion (explicacidon que debe descartarse, ya que dicho
proceso se cuidd especialmente). Esta inquietante presencia podria tener su origen en la
propia microbiota intestinal del pescado (el cual, segun se dijo, se adquirié eviscerado); una
hipdtesis consistente con investigaciones que estudiaron la composicién de la microbiota
de diferentes peces marinos, informando que, entre su considerable variabilidad, resultaba
muy frecuente la presencia de la familia Enterobacteriaceae

. En cuanto a la capacidad de estos microorganismos para sobrevivir
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a ambos tratamientos (térmico SV e hiperbarico HPP), se ha estudiado la resistencia al calor
y a la presidn de Escherichia coli, identificdndose el locus donde se ubica el médulo de
homeostasis proteica que previene, mediante diferentes mecanismos, la agregacién o el
plegamiento defectuoso de proteinas con el fin de mantener su funcionalidad bioldgica en
condiciones de estrés (Li, y otros, 2020). Comprobandose que tales respuestas adaptativas
pueden permitir a ciertas cepas tolerar temperaturas de hasta 60 °C durante 30 minutos
(Li & Ganzle, 2016); pudiendo, asimismo, aumentar su barotolerancia hasta 2 GPa con gran
rapidez (sometiendo a los microorganismos supervivientes a sucesivos ciclos de presion
creciente) (Vanlint, y otros, 2011).

La familia Burkholderiaceae estuvo representada por los géneros Cupriavidus vy
Ralstonia. Ambos géneros son bastante cercanos filogenéticamente, por tanto, comparten
muchas de sus caracteristicas, tanto morfolégicas como fisioldgicas: se trata de bacilos
gramnegativos con motilidad flagelar y metabolismo quimioheterétrofo (oxidasa, catalasa,
citrato y ureasa positivos) (Garcia-Masedo Fernandez, Garcia, Saez-Nieto, & Orden, 2019);
obteniendo tanto la energia, como las fuentes de carbono y nitrégeno, que posibilitan su
viabilidad celular de la degradacion de diferentes compuestos organicos (acidos grasos,
azucares o aminodcidos). Pueden desarrollar biopeliculas de exopolisacdridos (Vandamme
& Coenye, 2004) y, pese a no generar esporas, logran adaptarse a condiciones ambientales
extremas: algunas especies de Cupriavidus (C. metallidurans) toleran altas concentraciones
de metales pesados; se ha constatado que Ralstonia pickettii consigue degradar sustancias
de cierta toxicidad (como la tioacetamida o la tiobenzamida) (Dodge, Richman, Johnson, &
Wackett, 2006); Cupriavidus y Ralstonia se han podido detectar en la atmdsfera y en los
sistemas de agua potable de la estacion espacial, incluso se han hallado cepas de Ralstonia

pickettii en la superficie de robots espaciales (Mergeay, Monchy, Janssen, Houdt, & Leys,
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. Si bien, son microorganismos aerobios, se ha comprobado que Cupriavidus puede
mantener su metabolismo respiratorio en condiciones de anoxia mediante desnitrificacion;
proceso por el cual enzimas reductasas catalizan a través de cuatro etapas consecutivas la
transformacién de los éxidos de nitrogeno (NOx) en nitrogeno molecular (N2): reduccién de
nitrato (NOs") a nitrito (NOy’), reduccion de nitrito a éxido nitrico (NO), reduccién de dxido
nitrico a éxido nitroso (N20) y, finalmente, reduccion de éste a nitrégeno molecular (N3)
. Ciertamente, no son géneros a los que se
atribuya patogenicidad alimentaria; no obstante, pueden resultar patégenos oportunistas,
normalmente, por infecciones nosocomiales; evidencidndose que determinadas especies
de Ralstonia muestran una especial resistencia a antibidticos (R. mannitolilytica, R. pickettii
y R. insidiosa)

En el ensayo BAC_2, durante el almacenamiento temprano los géneros de la familia
Burkholderiaceae presentaron abundancias relativas modestas, por lo general, con picos
de cierta consideracion. Cupriavidus alcanzé entre un 10% y un 15% hasta t3 en las muestras
control; mientras que mantuvo su presencia hasta tso en las muestras HPP (excepto en el
tratamiento tp_C, donde se prolongd hasta tso), con picos del 16% (a tia) en tp_A: (300 MPa,
50 °C, 8’), del 11% (a t7) en tp_B: (600 MPa, 50 °C, 4’), y tanto en tp_C: (600 MPa, 22 °C, 8’)
como en tp_D: (600 MPa, 50 °C, 8’) de poco mas de un 17% (a t7). Por su parte, Ralstonia
mostrod, en cuanto a distribucion de poblaciones se refiere, un comportamiento muy similar
al de Cupriavidus; no obstante, su cuantia fue comparativamente inferior en las muestras
control (abundancia maxima del 6% en to), y significativamente superior en las muestras
presurizadas; alcanzando picos de abundancia relativa de un 25% (a t7) en tp_A: (300 MPa,
50 °C, 8’), del 40% (a t14) en tp_B: (600 MPa, 50 °C, 4’), y tanto en tp_C: (600 MPa, 22 °C, 8’)

como en tp_D: (600 MPa, 50 °C, 8’) de poco mas de un 28% (a tia).
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Entre los géneros que mantuvieron poblaciones de orden minoritario se encontraban
Vulcaniibacterium (familia Xanthomonadaceae) y Acinetobacter (familia Moraxellaceae).
Microorganismos que convendria describir, siquiera someramente, no por la cuantia de sus
abundancias, como se ha indicado, ni tampoco por la peligrosidad de su presencia en las
muestras, sino mas bien por tratarse de aerobios estrictos seglin gran parte de la literatura
cientifica disponible.

Vulcaniibacterium, es un género de reciente indexacidn taxondmica. En 2012 se aislé
la primera de las tres especies que hasta este momento se han identificado (NCBI, 2023a),
V. thermophilum; la cual, inicialmente, se clasificd dentro del género Lysobacter (Wei, y
otros, 2012). En 2013, la identificacién de una segunda especie, V. tengchongense, supuso
su reclasificacién como género (Yu, y otros, 2013).

Taxonomy Browser NCBI

Selected taxa

Vulcaniibacterium

Xanthomonadaceae (Xanthomonas group)
Vulcaniibacterium
Vulcaniibacterium gelatinicum

Vulcaniibacterium tengchongense )
ILUSTRACION 32. Género Vulcaniibacterium NCBI

Vulcaniibacterium thermophilum Obtenido de: (NCBI, 2023)

Todas las especies de este género se aislaron en entornos geotermales. Se trata de
microorganismos gramnegativos, termoéfilos (con crecimiento entre 22 °Cy 55 °C, y en un
rango de pH entre 6 y 8), con morfologia bacilar, sin motilidad, catalasa positivo, oxidasa
positivo o negativo (segun especies y cepas). En su metabolismo aerobio, la coenzima Q8
es la principal quinona respiratoria (Niu, y otros, 2020). Si bien, no se ha hallado ningun
estudio que aborde cémo pueda afectar este grupo bacteriano a la calidad de los alimentos,

tampoco se ha vinculado a ningun tipo de patogenicidad, ni en humanos ni en animales. En




INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL
este sentido, se ha informado que Vulcaniibacterium forma parte del microbioma habitual
de las ostras del Pacifico; habiéndose identificado dicho género en distintos érganos de
estos moluscos, con abundancias relativas superiores al 7% en las branquias y al 12% en el
hepatopancreas (glandula digestiva) . En el estudio de diversidad del
ensayo BAC_2, el género Vulcaniibacterium se identificd en ambos tipos de muestras (SV
y HHP). En las muestras control mantuvo poblaciones hasta ts, con abundancias relativas
de cierta significacion (de un 10% en to y superior al 6% en t3). Sin embargo, en las muestras
presurizadas este género se pudo detectar hasta t3o (si bien, minoritariamente); con picos
de abundancia relativa de un 6% (a tia) en las muestras tp_A (300 MPa, 50 °C, 8’), de casi
un 7% (a tz) en las muestras tp_B (600 MPa, 50 °C, 4’), y por encima del 9% (a t7) en las
muestras tp_C (600 MPa, 22 °C, 8’) y tp_D (600 MPa, 50 °C, 8’). Habria que abordar, por
tanto, un estudio que esclareciese si ciertas cepas del género Vulcaniibacterium disponen
de vias metabdlicas alternativas que posibiliten su respiracién en condiciones de anoxia,
cuales son sus niveles de barotolerancia, o qué mecanismos permitieron su crecimiento a
temperaturas de refrigeracion durante la primera semana de almacenamiento (muestras
presurizadas).

Porcentualmente, las abundancias del género Acinetobacter fueron inferiores a las
de Vulcaniibacterium. En el caso de las muestras control, la distribucién de las poblaciones
resulté similar en ambos géneros (en torno al 4% en to y al 2% en t3, para Acinetobacter);
sin embargo, las abundancias de este género en las muestras presurizadas siguieron una
distribucién completamente distinta: en las muestras tratadas con menor presion, tp_A
(300 MPa, 50 °C, 8’), Acinetobacter se detectd en to (3%) y t3 (1.5%); en las muestras tp_C
(600 MPa, 22 °C, 8’), unicamente en tass mostré una abundancia relativa del 8%; mientras

gue en las muestras con tratamiento hiperbarico mas intenso, tp_D (600 MPa, 50 °C, 8’),
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presentd abundancias inferiores al 3% en ts, tis, y tas; no detectdandose en ningin momento
durante el periodo de analisis en las muestras tp_C (600 MPa, 22 °C, 8'). La identificaciéon
fenotipica de Acinetobacter resulta compleja: la variabilidad de su morfologia (bacilar en
fase de crecimiento; derivando a cocobacilo durante su fase estacionaria), una absorcién
diferencial de la tincion de Gram (por segregacion de exopolisacaridos o por agrupacion de
células), asi como su reducida reactividad en los ensayos bioquimicos; hacen que a veces
se identifiquen erroneamente como cocos grampositivos . Este
género lo conforman actualmente unas 115 especies : microorganismos
gramnegativos, sin motilidad, catalasa positivos y oxidasa negativos, no fermentadores; vy,
estrictamente aerobios (segun se afirma en gran parte de la literatura cientifica disponible).
Se trata, sin embargo, de un género que emplea una amplia gama de adaptaciones para
sobrevivir en entornos hostiles: acaso su especie mds funesta, Acinetobacter baumannii,
soporta condiciones tan diversas como valores de pH entre 5y 10, o temperaturas entre
44 °Cy-22 °C; pudiendo sobrevivir hasta 50 dias en condiciones rigurosamente anaerobias,
0 20 dias en estado de deshidratacidn. Diversas especies de Acinetobacter (A. calcoaceticus,
A. nosocomialis, A. haemolyticus, A. pittii y, especialmente, el mencionado A. baumannii)
son patdgenos oportunistas: este ultimo es la principal causa de infeccciones nosocomiales
en todo el mundo; habiendo desarrollado en sélo unas décadas resistencia frente a todos
los agentes antibidticos de uso hospitalario

. Los mecanismos que desarrollados por dichas especies para adquirir este grado de
multirresistencia son muy variados: mutaciones en las proteinas diana de los antibioticos,
disminucion de la permeabilidad de la membrana externa, adquisicién de plasmidos que
codifican proteinas resistentes o enzimas que inhiben la accién del agente antimicrobiano...

. Otra estrategia de resistencia que Acinetobacter emplea




INCREMENTO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA MEDIANTE TRATAMIENTOS HIPERBARICOS
EN ALIMENTOS PASTEURIZADOS SOUS VIDE CON REDUCIDO PROCESAMIENTO TERMICO

TESIS DOCTORAL
como recurso extremo es el estado de latencia (también dormancia o quiescencia): en
dicho estado se suspende la biparticion y el metabolismo celular se ralentiza; pudiendo
aumentar el grosor de su membrana externa hasta 3,3 veces (por incremento de la capa de
peptidoglicano), como respuesta defensiva ante una situacién de anaerobiosis prolongada

(llustracién 33) (Dekic, Jasna, Van Wilpe, Venter, & Goic-Barisic, 2019).

o

ILUSTRACION 33. Estado de latencia celular en Acinetobacter spp.

Obtenido de: (Dekic, Jasna, Van Wilpe, Venter, & Goic-Barisic, 2019)

Otros estudios refrendan la gran capacidad de este grupo bacteriano para adaptarse
a regimenes de anoxia: se informd que Acinetobacter fue el género predominante en el
microbioma de un reactor de tratamiento de aguas residuales (reactor anaerobio de flujo
ascendente de lodos: UASB, comunmente; de su acronimo anglosajén Upflow Anaerobic
Sludge Blanket). Dominancia que se interpreta como una ventaja competitiva sobre otros
géneros, al disponer de un metabolismo adaptativo capaz de valerse de sustratos organicos
muy variados (Vieira, Bergamasco, Gimenes, Nakamura, & Diasfilho, 2003). Sin embargo,
en determinados estudios que tratan sobre la biodegradacién de sustancias contaminantes
(tensioactivos, petréleo, bifenilos, acetonitrilo...) por la accién enzimatica de Acinetobacter,
se afirma que ciertas especies de este género son anaerobias facultativas; tal es el caso de
Acinetobacter calcoaceticus (Muayad, y otros, 2007). Consideraciones de indole diversa

que, junto con el caracter ubicuo de este género (Van Looveren & Goossens, 2004), podrian
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contribuir a explicar su presencia en todas las muestras del ensayo principal realizado con
bacalao (BAC_2); en algunos casos, hasta tas.

A partir de t3 la microbiota inicial de las muestras control cambié la predominancia
de sus poblaciones. El género que presentd mayor abundancia relativa desde t3 hasta tia
fue Pseudomonas, mostrando en t7 una abundancia superior al 90%. Por distintos estudios
se conoce que este género es colonizador predominante y habitual del pescado marino
durante su almacenamiento refrigerado en condiciones aerdbicas (Kuuliala, y otros, 2018);
(Gram & Dalgaard, 2002). Pseudomonas es el principal género de deterioro en este tipo de
alimentos, pudiendo experimentar un rdpido crecimiento a temperaturas de refrigeracién
(Parlapani & Boziaris, 2016); (Pang, y otros, 2015). Se ha podido aislar tanto en pescados
frescos con distinto grado de preelaboracién (Parlapani, Haroutounian, Nychas, & Boziaris,
2015), como en moluscos, o en salmén ahumado. Se trata de un género microbiano de
persistente ubicuidad; habiéndose detectado que, incluso tras la limpieza y desinfeccion
de las plantas de procesado de productos derivados de la pesca, Pseudomonas continda
siendo una bacteria predominante (Bagge-Ravn, y otros, 2003). Entre las especies que se
vinculan mas frecuentemente al deterioro de productos marinos se hallan Pseudomonas
fragi y Pseudomonas putida (Macé, y otros, 2012); también especies como Pseudomonas
fluorescens o Pseudomonas vranovensis (Odeyemi, Burke, Bolch, & Stanley, 2018). En el
estudio de diversidad realizado en el ensayo BAC_2, las OTU de este género se asignaron
mayoritariamente a Pseudomonas fragi.

Los miembros del género Pseudomonas son bacterias gramnegativas, estrictamente
aerdbicas, psicrétrofas, no fermentativas, oxidasa-positivas y moviles (Heller, Tortora, &
Burger, 1990). La competencia entre distintas especies en la misma matriz alimentaria

puede llevar a su inhibicion mutua (Parlapani & Boziaris, 2016). Emplean diversas enzimas
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(proteasas y lipasas) en los procesos de deterioro de productos pesqueros, generandose
como resultado de tal degradacion diferentes metabolitos: aldehidos, alcoholes y ésteres

(3-metil-1-butanol, 2-etil-1-hexanol, 3-metilbutanal, isoamil butirato)

Es factible que, en el ensayo BAC_2, Pseudomonas se hallara en el propio pescado
antes de su preelaboracién: una de las investigaciones referida con anterioridad, informa
que entre la microbiota habitual del bacalao del Atlantico (Gadus Morhua) se halla dicho
género bacteriano . Por otra parte, en
cuanto al paraddjico crecimiento de este microorganismo estrictamente aerobio en un
envase al vacio, dicho resultado es consistente con los obtenidos por distintos autores: un
estudio reciente informé sobre la capacidad de Pseudomonas para crecer en condiciones
de vacio durante el almacenamiento refrigerado de productos cdrnicos (inoculados con
dicha bacteria), tras un tratamiento térmico superior a 70 °C; si bien, los recuentos viables
de Pseudomonas estuvieron bajo el umbral de deteccidn inicialmente, su proliferacion se
hizo patente tras 14 dias de almacenamiento refrigerado. En dicho estudio se sugiere que
diversos metabolitos obtenidos por degradaciéon de la arginina posibilitarian su crecimiento
en régimen de anaerobiosis . Otros
autores, justifican el crecimiento de Pseudomonas durante el almacenamiento de lomo de
cerdo (pasteurizado mediante SV) por la existencia de oxigeno residual en los intersticios
carnicos . En un estudio realizado con pescado (carpa plateada) sometido a
coccion SV (a 75 °Cy 80 °C), se dio una situacién similar: en las muestras con tratamiento
SV7sec el crecimiento de Pseudomonas pudo observarse tras 7 dias de almacenamiento
refrigerado, mientras que en las muestras SVsoec su crecimiento se produjo a partir de los

14 dias; evidenciandose la capacidad que posee este género para adaptarse a condiciones
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desfavorables . En el caso concreto del ensayo BAC_2, acaso el
esfuerzo adaptativo que debid realizar Pseudomonas no fuese tan intenso; ya que es muy
posible que el complemento o base de coccidn (emulsién de pilpil) retuviera una cantidad
significativa de aire residual.

La composicidn de las poblaciones que se desarrollan durante el almacenamiento del
pescado es muy variable; dependiendo en gran medida de las condicionesy la prolongacién
del almacenamiento. Determinados estudios han descrito que la microbiota de deterioro
del bacalao fresco refrigerado se hallaba dominaba por géneros como Pseudomonas vy
Psychrobacter; mientras que en el almacenamiento refrigerado del bacalao envasado en
atmdsfera modificada las especies mas relevantes fueron Carnobacterium maltaromaticum
y Rahnella aquatilis . En el estudio de biodiversidad de BAC_2,
en las muestras control, las OTU asignadas al género Psychrobacter sélo presentaron una
abundancia relativa de cierta relevancia (inferior al 15%) en tis; Carnobacterium mostré
una abundancia similar, resultando todavia mayoritaria Pseudomonas. Género que seria
desplazado en tzo y teo por Enterobacteriaceae y Carnobacterium.

El género Psychrobacter estd compuesto por cocobacilos aerobios pertenecientes a
la familia Moraxellaceae; se trata de microorganismos gramnegativos, psicrétrofos, oxidasa
positivos, sin motilidad, no esporulados, osmotolerantes y con capacidad para la formacion
de biopeliculas . Entre las especies del género Psychrobacter se encuentran
Psb. immobilis, Psb. cibarius, Psb. maritimus, Psb. proteolyticus y Psb. fozii

. Su crecimiento a temperaturas de
refrigeracion, junto a la capacidad que poseen algunas de sus especies (Psychrobacter
immobilis, especialmente) para la degradacion de acidos grasos y aminoacidos, generando

olores desagradables (a moho, pescado viejo o enranciamiento), cambios de textura y
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sabor, hacen que Psychrobacter se vincule al deterioro de alimentos de diversa naturaleza
(Broekaert, Heyndrickx, Herman, Devlieghere, & Vlaemynck, 2013). Se ha podido aislar en
productos lacteos, carnicos y derivados de la pesca; desde moluscos (Prapaiwong, Wallace,
& Arias, 2009), o crustaceos (Meziti, Ramette, Mente, & Kormas, 2010), a pescados grasos
y magros; y, entre estos Ultimos, también en el bacalao del Atlantico (protagonista de los
ensayos BAC_1 yBAC_2) (Wilson, Danilowicz, & Meijer, 2008). Algunos de los compuestos
organicos volatiles mas comunes producidos por Psychrobacter en los alimentos de origen
marino son éteres, histaminas, cetonas, alcoholes y aldehidos (como 2,3-dimetil-oxirano,
2-formilhistamina, 2-butanona, 2-metil-2-propanol, o acetaldehido) (Broekaert, Noseda,
Heyndrickx, Vlaemynck, & Devlieghere, 2013). Se ha comprobado que la competencia con
otros géneros bacterianos deteriorantes puede ocasionar la inhibicién de Psychrobacter
(Rodriguez-Calleja, y otros, 2005); si bien, se constatado el caso contrario: las poblaciones
que aunan los géneros Psychrobacter y Pseudoalteromonas, por algin tipo de conjuncidn
simbidtica, incrementa la proliferacion de ambos grupos y, por tanto, aumenta el deterioro
de la matriz alimentaria (Joffraud, Leroi, Roy, & Berdagué, 2001).

En las muestras control en tso, Brochothrix presentd una abundancia relativa algo
superior al 5%. Dicho género actualmente perteneciente a la familia Brochothrichaceae,
estuvo incluida hasta 2012 en la familia Listeriaceae. Se trata de bacilos grampositivos, no
esporulantes, sin motilidad, psicotréficos y aerobios facultativos (Casaburi, Di Martino,
Ercolini, & Villani, 2015). Una de sus especies, Brochothrix thermosphacta, es haldfila y
puede crecer en un amplio rango de térmico; se ha podido aislar en diferentes tipos de
matrices alimentarias y bajo distintas condiciones de almacenamiento (Nowak, Rygala,
Oltuszak-Walczak, & Walczak, 2012); realizando siempre una considerable actividad de

deterioro de la calidad del alimento, con modificaciones indeseables de textura, sabor y
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olor (Laursen, Leisner, & Dalgaard, 2006); (Drosinos & Nychas, 1996). Se comprobd que el
metabolismo de Brochothrix thermosphacta generd subproductos de degradacién como
cetonas y alcoholes (2-pentanona, 3-hidroxi-2-butanona, 2,3-butanediona, 2-pentanol,
diacetilo, 3-metil-1-butanol, 4-metil-3-cloro-2-pentanol) durante el almacenamiento de
crustaceos tratados térmicamente (Fall, y otros, 2012). Brochothrix thermosphacta es
resistente a antibidticos como la estreptomicina (capaz de inhibir el crecimiento de un gran
numero de microorganismos, tanto grampositivos como gramnegativos); sin embargo, la
competencia con otros géneros (como los acidoldcticos) pueden provocar el retroceso e
inhibicidn de las poblaciones de Brochothrix durante el almacenamiento refrigerado (Fall,
Leroi, Cardinal, Chevalier, & Pilet, 2010).

En las muestras control, el género Serratia (familia Enterobacteriaceae) alcanzé entre
t30 y teo abundancias relativas de cierta significacion (alrededor de un 14% y un 12%). Este
género estd compuesto por bacilos gramnegativos, aerobios facultativos, con motilidad
flagelar, no esporulados, con capacidad de crecimiento en un amplio rango térmico y en
gran diversidad de sustratos. Ninguna de las especies de este género se incluye entre los
patégenos alimentarios; si bien, alguna de ellas (S. marcescens, especialmente; en menor
medida S. liquefaciens) pueden resultar patdgenas para el ser humano (normalmente por
infeccidn nosocomial) (Khanna, Khanna, & Aggarwal, 2013). Sin embargo, distintas especies
de Serratia se han vinculado al deterioro de productos pesqueros: S. proteamaculans y S.
fonticola fueron especies dominantes en el deterioro del filete de jurel de IV gama (Alfaro
& Hernandez, 2013). Estas bacterias generan enzimas descarboxilasas que transforman
aminodcidos como la lisina y la ornitina en poliaminas como la cadaverina y la putrescina,
con liberacion de CO; (De Filippis, y otros, 2013). Una especie frecuentemente asociada al

deterioro de productos pesqueros ligeramente conservados es Serratia liquefaciens; la cual
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produce olores acidos y amoniacales, a queso y caucho, debido a metabolitos como aminas,
tioéteres y alcoholes (trimetilamina, dimetildisulfuro, 2,3-butanodiol o 2-pentanol)
(Joffraud, Leroi, Roy, & Berdagué, 2001).

Un género de deterioro que mantuvo abundancias de cierta consideracion en todas
las muestras presurizadas fue Photobacterium. Se trata de bacilos marinos pertenecientes
a la familia Vibrionaceae; son microorganismos gramnegativos, con respiracidon anaerobia
facultativa y motilidad mediante flagelos. Entre las diversas especies que componen este
género se hallan entre otros Photobacterium phosphoreum, P. iliopiscarium, P. aquimaris,
P. kishitanii o P. piscicola (Figge, y otros, 2014). En las muestras presurizadas de menor
intensidad, tp_A (300 MPa, 50 °C, 8’), mostrd en t; una abundancia relativa préxima al 40%,
manteniendo abundancias inferiores (en torno al 9%) hasta tso. En las muestras sometidas
a un menor tiempo de retencién, tp_B (600 MPa, 50 °C, 4’), su mayor abundancia relativa
la presentd en ts (sobre un 25%); con abundancias de menor consideracién hasta tss. En las
muestras cuya presurizacion se efectud a temperatura ambiente, tp_C (600 MPa, 22 °C, 8’),
Photobacterium no fue desplazado por las bacterias acidolacticas hasta tigs; presentando
abundancias del 19% en tis, 0 superiores al 15% en tss. En el tratamiento presurizado de
mayor intensidad, tp_D (600 MPa, 50 °C, 8’), dicho género alcanzé su maxima abundancia
relativa en tia, con casi un 40%; y tan sélo fue completamente desplazado por Aerococcus
en teo. Se ha comprobado que, entre las distintas especies de este género, Photobacterium
phosphoreum es la que mas frecuentemente se asocia al deterioro de productos derivados
de la pesca, tanto mariscos (Gornik, Albalat, Macpherson, Birkbeck, & Neil, 2011), (Hansen,
y otros, 2009), como en pescados (Macé, y otros, 2012), produciendo olores indeseables y
otras alteraciones organolépticas, por la degradacion enzimatica de aminodcidos (Macé, y

otros, 2013). La naturaleza bioluminiscente de Photobacterium phosphoreum hace que se
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pueda identificar en agar LH (Long&Hammer) si se observa en la oscuridad; si bien, esta
bioluminiscencia se atenta o se pierde tras unos dias de incubacion, hecho que dificulta la
identificacion de las células aisladas (Flodgaard, y otros, 2005); (Urbanczyk, Furukawa,
Yamamoto, & Dunlap, 2012). Pese a la alta solubilidad del CO;, tanto en lipidos como en
agua, provocando una disminucién de pH (lo que confiere a este gas una notable capacidad
bacteriostatica), Photobacterium se muestra resistente a niveles elevados de CO; (Gornik,
Albalat, Theethakaew, & Douglas, 2013). Se ha comprobado que Photobacterium produce
una serie de compuestos organicos durante la degradacién de los productos pesqueros,
como pueden ser: diacetilo, acido acético, acetato de etilo, alcohol isoamilico, benceno
acetaldehido, benzaldehido, isobutiraldehido, isovaleraldehido, isopentanal e isobutanol
(Nieminen, Dalgaard, & Bjorkroth, 2016). Asimismo, se pudo comprobar que este género
logrd inhibir el crecimiento de otras bacterias de deterioro, como Shewanella putrefaciens
y Brochothrix thermosphacta, en una matriz de salmén crudo (Miks-Krajnik, Yoon, Ukuku,
& Yuk, 2016).

Comparativamente, la diferencia mas sustancial entre las dinamicas microbianas que
siguieron las muestras presurizadas frente a las muestras control (estudio de biodiversidad
de BAC_2), residié en las abundancias relativas de sus principales grupos de deterioro:
mientras que en las muestras control las familias Pseudomonadaceae y Enterobacteriaceae
se mostraron predominantes, en las muestras presurizadas dichas familias presentaron
abundancias relativas muy bajas. Cierto es que, segun se ha indicado, en la microbiota de
las muestras presurizadas se detectaron durante el almacenamiento temprano diversos
grupos bacterianos que también formaban parte de las muestras control (tal es el caso de
géneros como Anoxybacillus o Escherichia-Shigella). Sin embargo, la microbiota de las

muestras presurizadas durante el almacenamiento tardio estuvo dominada por distintas
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familias acidolacticas (Aerococcaceae y Enterococcaceae, principalmente; Lactobacillaceae,
Carnobacteriaceae y Streptococcaceae, en menor medida). En las muestras presurizadas
tp_A (300 MPa, 50 °C, 8’), la suma de lecturas asignadas al orden Lactobacillales durante el
periodo comprendido entre tas y tios, representaron abundancias relativas entre un 97,7%
y un 99,3% para dicho grupo bacteriano; durante ese mismo periodo, para las muestras
tp_B (600 MPa, 50 °C, 4’), Lactobacillales mostré abundancias relativas entre el 76,8% y el
99,3% (cifras que restringidas al periodo de teo a tios se sitian en el rango de 87,4% a 99,5%).
En las muestras presurizadas tp_C (600 MPa, 22 °C, 8’), la abundancia relativa del orden
Lactobacillales presentd dos picos a teo (88,5%) y a tios (95,8%). Comprobandose que en
esta fase tardia del almacenamiento, la abundancia relativa de las principales bacterias
acidolacticas variaba en gran medida con el tipo de tratamiento hiperbarico que se aplicd
a la muestra. Asi, en el tratamiento HPP de menor intensidad (tp_A: 300 MPa, 50 °C, 8’), el
género predominante fue Enterococcus, seguido de Aerococcus (excepto en teo); mientras
que en el caso del tratamiento con menor tiempo de retencién (tp_B: 600 MPa, 50 °C, 4’),
predominancias semejantes sélo se produjeron en tgo y tios, alternando mayor abundancia
relativa diversos géneros de Lactobacillales: Lactobacillus en tas, Carnobacterium en teo 0
Aerococcus en t7s. Mas heterogéneas resultaron las poblaciones de las muestras sometidas
al tratamiento en que la cdmara de presurizacién se mantuvo a temperatura ambiente
(tp_C: 600 MPa, 22 °C, 8’), en las cuales Carnobacterium fue el género predominante en
ts0, Y Aerococcus en tigs (seguido de Enterococcus); en el resto de tiempos de muestreo
ningun género mostrd una abundancia relativa mayoritaria. Por su parte, en el tratamiento
de mayor intensidad (tp_D: 600 MPa, 50 °C, 8’), Aerococcus fue el género que evidencio un
claro predominio durante la fase de almacenamiento prolongado, relegando al resto de las

especies acidolacticas a unas abundancias relativas muy reducidas. Tales resultados se
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deben interpretar considerando una conjuncidn de factores: distinta sensibilidad de las
microorganismos a determinadas barreras impuestas por el tratamiento HHP (intensidad
de la presion hidrostatica, tiempo de retencion de ésta o incremento térmico de la cdmara
de presurizacidn), su capacidad especifica de proliferaciéon a temperatura de conservacién
en frio positivo (Tstock = 3 °C), asi como su grado de competitividad con otros supervivientes
presentes en el substrato alimentario.

A la vista de tales resultados, el papel que desempenaron las bacterias acidolacticas
en la segunda mitad del almacenamiento de las muestras presurizadas del ensayo BAC_2,
sin duda, fue de una gran relevancia. Este grupo de microorganismos esta compuesto por
cocos y bacilos grampositivos, anaerobios facultativos, no formadores de esporas, catalasa-
negativos, tolerantes a los acidos y estrictamente fermentativos (con un Unico metabolito
resultante, o con varios) . Lo integran alrededor de veinte géneros
pertenecientes al filo Firmicutes (Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Leuconostoc,
Streptococcus, Aerococcus, Enterococcus, Vagococcus, Pediococcus, Oenococcus, Weisella,
Tetragenococcus y Oenococcus, entre otros; siendo Lactobacillus el mas extenso de estos
géneros). Su contribucidn secular en la transformacién y conservacién de alimentos (los
cuales, tradicionalmente, se han considerado seguros, saludables y/o apetitosos) ha hecho
gue en ocasiones se tenga una percepcion uniforme y simplicista de los efectos metabdlicos
de un grupo bacteriano tan vasto y variado como éste. De cierto, su actividad metabdlica
suele mejorar la digestibilidad del alimento (por modificacién de macronutrientes), dando
lugar a nuevas texturas, asi como a sabores y aromas de una mayor complejidad y sutileza;
asimismo, es conocida la funcidon que desempefian muchas de ellas como bioconservantes,
mediante diversos mecanismos de desplazamiento de los patdgenos (como competencia

por los nutrientes, acidificacion del medio o produccion de sustancias antimicrobianas)
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(Parra Huertas, 2010). Sin embargo, también es cierto que el metabolismo de determinadas
especies de este grupo de bacterias, lejos de mejorar las propiedades del alimento, sélo se
traduce en un progresivo deterioro de su calidad organoléptica. Distintas especies de este
grupo bacteriano se han aislado en productos de la pesca en almacenamiento refrigerado,
crudos, ligeramente conservados, o incluso envasados en atmdsfera modificada (Franzetti,
Scarpellini, Mora, & Galli, 2003); habiéndose comprobado que, dado su cardcter anaerobio,
el envasado al vacio favorece su crecimiento, tras cierto periodo en el que otras especies
competidoras acaban siendo desplazadas (Silbande, y otros, 2016).

En general, las bacterias acidolacticas pueden adaptarse bien a las condiciones de
almacenamiento de los productos pesqueros con reducido procesamiento térmico: la
mayor parte de las cepas que se aislaron en tales productos eran son psicrotrofas; capaces
de catabolizar la arginina, de crecer con baja concentracion de glucosa o hasta con un 10%
de sal (Dellaglio, De Roissart, Torriani, Curk, & Janssens, 1994); (Mauguin & Novel, 1994).
Condiciones vetadas para muchos microorganismos gramnegativos que podrian rivalizar
por los nutrientes de este tipo de sustratos alimentarios: concentraciones de CINa entre un
5% y un 6% inhiben, o atendan considerablemente, el crecimiento de Photobacterium
phosphoreum (Morii & Kasama, 2004); observandose resultados muy similares para otros
posibles competidores, como Shewanella putrefaciens (Le Den, 1995), o Aeromonas spp.
(Gram, 1991). Factores como el envasado al vacio o en atmdsfera modificada, tan sélo
refuerzan su prevalencia frente a otros grupo bacterianos, dado su metabolismo anaerobio
aerotolerante. Determinados géneros acidolacticos, como Carnobacterium, son resistentes
a la congelacién, muestran buena tasa de crecimiento a temperaturas de refrigeracién, en
cualesquiera condiciones de envasado y en presencia de diferentes tipos de conservantes

(Laursen, y otros, 2005); su gran versatilidad le permite prosperar en sustratos tan diversos
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como quesos elaborados con leche cruda (Milliere & Lefebvre, 1994) y diversos productos
lacteos (Afzal, y otros, 2010), carnes crudas y derivados carnicos (Montel, Talon, Fournaud,
& Champomier, 1991), carnes pasteurizadas SV (Didimo Imazaki, y otros, 2012), elaborados
avicolas de V gama envasados en atmédsfera modificada (Barakat, Griffiths, & Harris, 2000),
o productos derivados de la pesca sometidos a ligeros procesos de conservacién (Leroi,
Joffraud, & Chevalier, 2000), (Leroi, Joffraud, Chevalier, & Cardinal, 1998). Habiéndose
comprobado que las abundancias relativas de los géneros acidoldcticos varia segin los
parametros del proceso de conservacion: en el ahumado del salmén, con salmuera al 5%,
un 97% de agua libre (aw=0.97) y una densidad de humo de 10 ppm, las abundancias de
Carnobacterium vy Lactobacillus guardaron una relacion de 30 vs 70; mientras que al
disminuir a 3 ppm el nivel de humo (manteniendo el resto de parametros), las poblaciones
de Carnobacterium se incrementaban considerablemente (hasta 60 vs 40) (Tomé, Gibbs, &
Teixeira, 2007).

Décadas atras, se consideraba que el género Carnobacterium ejercia una actividad
bioprotectora sobre los alimentos de origen marino; una atribucién ésta que, si bien se
podria justificar por la capacidad de algunas especies de dicho género (C. maltaromaticum
o C. divergens) de inhibir el crecimiento de psicréfilos como Listeria, mediante sintesis de
péptidos antimicrobianos (bacteriocinas) (Nilsson, Gram, & Huss, 1999), (Duffes, Corre,
Leroi, Dousset, & Boyaval, 1999), no habria que olvidar que estas especies metabolizan
también sustancias poco deseables, como la tiramina (Leisner, Laursen, Prévost, Drider, &
Dalgaard, 2007), (Laursen, y otros, 2005); y, a medida que se sucedieron los estudios que
informaban sobre una presencia predominante de Carnobacterium en las poblaciones
microbianas asociadas al deterioro de todo tipo de productos marinos: en salmén ahumado

envasado al vacio (Leroi, Arbey, Joffraud, & Chevalier, 1996), o en atmédsfera modificada
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(Paludan-Muller, Dalgaard, Huss, & Gram, 1998), en distintos productos de IV Gama como
atun, pez espada, salmoén y sepia (Franzetti, Scarpellini, Mora, & Galli, 2003), o en
crustdceos cocidos en salmuera y envasados en atmdsfera modificada (Dalgaard, y otros,
2003), (Laursen, Leisner, & Dalgaard, 2006), incluso en peces de agua dulce (Gonzalez,
Encinas, Garcia-Lopez, & Otero, 2000), comenzd a evidenciarse cierto caracter pirrico en la
bioproteccion proporcionada por Carnobacterium. Entre las especies de este género que
se han aislado en productos pesqueros (en diferentes condiciones de almacenamiento
refrigerado) se encuentran C. mobile, C. divergens, C. alterfunditum, C. funditum (Franzetti,
Scarpellini, Mora, & Galli, 2003), C. maltaromaticum, C. jeotgali, o C. iners (Calliauw, y otros,
2016). Se ha constatado que tales especies producen metabolitos como acetil propionilo
(2,3-pentanodiona) y diacetilo (2,3-butanodiona) (loffraud, Leroi, Roy, & Berdagué, 2001),
(Stohr, Joffraud, Cardinal, & Leroi, 2001), precursores de olores a mantequilla azucarada,
queso, toffee, con matices de pimienta, chile o jengibre. Compuestos volatiles que, sin
embargo, en determinados estudios no produjeron el rechazo de un panel entrenado de
cata (Brillet, Pilet, Prevost, Cardinal, & Leroi, 2005). En otras investigaciones se informo,
por el contrario, que poblaciones predominantes de Carnobacterium (especies C. divergens
y C. maltaromaticum) generaban en la matriz alimentaria diversos aldehidos, alcoholes y
cetonas, que ocasionaban sabores amoniacales y agridulces, con fuertes olores a cloro,
malta y frutos secos; muestras que los panelistas consideraron no aptas para el consumo
(Dalgaard, y otros, 2003), (Laursen, Leisner, & Dalgaard, 2006).

Por su parte, el deterioro alimentario causado por el género Lactobacillus resulta muy
variable segun especies (e incluso cepas): la inoculacién bacteriana en salmén esterilizado
por ionizacion, y su evaluacion sensorial tras un periodo de almacenamiento por un panel

de cata entrenado determinaron que Lactobacillus sakei causaba un considerable deterioro
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sensorial del producto; mientras que Lactobacillus alimentarius no introducia alteraciones
organolépticas significativas (Stohr, Joffraud, Cardinal, & Leroi, 2001). Se pudo constatar
que Lactobacillus sakei genera metabolitos como sulfuro de hidrégeno, acetato de etilo y
etanoato de propilo (Joffraud, Leroi, Roy, & Berdagué, 2001), sustancias responsables de
olores acidos y sulfurosos (Nilsson, Gram, & Huss, 1999); (Stohr, Joffraud, Cardinal, & Leroi,
2001), causantes de rechazo sensorial. Si bien, como se ha indicado, se pudo comprobar
gue determinadas cepas de esta misma especie no ocasionaban menoscabo de la calidad
organoléptica (Weiss & Hammes, 2006). Asimismo, otros estudios informaron sobre una
posible variabilidad del efecto deteriorante de un determinado género en funcidn del tipo
de sustrato alimentario en donde se halle: asi, Lactobacillus alimentarius que, segin se ha
referido, no produjo un deterioro apreciable en el salmdn fresco, pudo identificarse como
responsable del deterioro sensorial del arenque marinado (Lyhs, Korkeala, Vandamme, &
Bjorkroth, 2001). Por otra parte, se ha observado que el grado de deterioro también guarda
relacion con la asociacidon de determinados géneros, especies o cepas: la conjuncién de
Carnobacterium spp. con Vibrio spp., o con Brochothrix thermosphacta se mostré mas
deteriorante que los cultivos puros de tales microorganismos, segun los niveles de TVB-N
del alimento (acrénimo anglosajén de Total Volatile Basic Nitrogen: total de sustancias
volatiles nitrogenadas basicas, indice empleado frecuentemente para medir la calidad de
los productos pesqueros, ya que tales compuestos se generan por degradacién proteica)
(Brillet, Pilet, Prevost, Cardinal, & Leroi, 2005); comprobandose que los compuestos
volatiles generados por estas asociaciones bacterianas diferian de los producidos en cultivo
puro (Laursen, Leisner, & Dalgaard, 2006). Asimismo, se pudo observar que el deterioro

inducido por Lactobacillus sakei en salmdén estéril se atenuaba en presencia de Serratia
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liquefaciens; especie ésta cuyo efecto deteriorante (en monocultivo) se percibia mas
tardiamente y en menor medida
Aunque, en general, las bacterias responsables del deterioro sensorial se hallan bien
identificadas, se trata de un fendmeno de gran complejidad, ya las interacciones entre los
distintos grupos bacterianos condicionan los productos metabdlicos resultantes. A menudo
se ha considerado que, en sustratos como el pescado, los géneros acidolacticos eran menos
competitivos (y, por tanto, menos deteriorantes) que microorganismos gramnegativos
como Pseudomonas spp., Photobacterium phosphoreum o Shewanella putrefaciens
; sin embargo, se ha podido comprobar que en pruebas
de crecimiento realizadas con pescado ligeramente conservado (salmén ahumado en frio)
distintas especies de Lactobacillus (L. sakei, L. alimentarius y L. farciminis) experimentaron
un mayor desarrollo que Serratia liquefaciens, Shewanella putrefaciens, Photobacterium
phosphoreum o Brochothrix thermosphacta . Estudios sobre las
caracteristicas del deterioro relacionado con la actividad de las bacterias acidolacticas, sus
compuestos responsables y precursores asociados, informaron que la fermentacion de los
carbohidratos origina acidos organicos, responsables de sabores y olores agrios, acidos y
especiados. Géneros como Carnobacterium catabolizan los aminoacidos dando lugar a
aldehidos y alcoholes; degradacién proteica que origina sabores amargos. La cisteina y la
arginina pueden metabolizarse en H,S y NHs respectivamente, ocasionando olores
sulfurosos y amoniacales. Géneros como Leuconostoc y Lactococcus producen aromas a
mantequilla y otros olores lacteos, transformando el citrato en diacetilo. Otros productos
del metabolismo de los géneros acidolacticos heterofermentativos es el CO,, resultado de

la degradacién de aminoacidos, hidratos de carbono y acidos organicos
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Entre las bacterias acidoldcticas asociadas a productos derivados de la pesca se hallan
habitualmente especies como Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus o Carnobacterium
maltaromaticum; asimismo, diversas especies de Leuconostoc y Lactococcus se vinculan
con frecuencia a tales productos (Francoise, 2010). Estas bacterias llegan a ocasionar un
considerable deterioro del pescado (Zhuang, y otros, 2021) como consecuencia de los
metabolitos generados a partir de la degradacién de hidratos de carbono, dcidos organicos
y aminodcidos (Huss, Jeppesen, Johansen, & Gram, 1995); (Stohr, Joffraud, Cardinal, &
Leroi, 2001). En estos procesos metabdlicos, ciertos géneros acidolacticos (especialmente
Enterococcus) pueden llegar a producir aminas bidgenas mediante la descarboxilacion de
aminodacidos; hecho que cobra especial relevancia en productos ricos en proteinas, como
es el caso del pescado (Ghanbari & Jami, 2013). A este respecto habria que sefialar que,
segln los resultados que proporciond el estudio de diversidad bacteriana realizado en el
ensayo BAC_2, en las muestras sometidas a tratamiento hiperbarico, la mayoria de las OTU
asignadas al género Lactobacillus pertenecian a la especie L. sakei; y, por otra parte, segln
refleja el reporte grafico de tal estudio, las abundancias relativas del género Enterococcus
fueron muy considerables (Grafico 22) en las muestras sometidas a tratamientos de menor
presion (tp_A: 300 MPa, 50 °C, 8’) desde tas; mientras que aquellas muestras a las que se
aplicé tratamiento presurizado con menor tiempo de retencién (tp_B: 600 MPa, 50 °C, 4'),
Enterococcus resultd el género predominante a partir de too.

También conforme al referido estudio (biodiversidad en el ensayo BAC_2) se observa
gue Aerococcus fue uno de los géneros acidolacticos presentes durante el almacenamiento
tardio de las muestras presurizadas (Gréfico 22) . En concreto, su abundancia relativa resultd
altamente mayoritaria desde teo en las muestras sometidas al tratamiento HHP de mayor

intensidad: tp_D (600 MPa, 50 °C, 8’); hallandose presente en menor medida en el resto de
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muestras presurizadas. Si bien, no se trata de un género de una asidua vinculacion a las
poblaciones microbianas detectadas en los productos pesqueros, Aerococcus forma parte
de la microbiota habitual de los peces de agua dulce sanos ; ¥ se ha podido
aislar en pescados con distintos tipos de procesamiento, como salmén ahumado o bacalao
salado , 0 pastas fermentadas
compuestas por pescado y crustaceos . Se conoce, asimismo, que ciertas
especies de Aerococcus resultan patdgenas para los crustaceos: Aerococcus viridans subsp.
homari es responsable de la enfermedad denominada gaffkemia (o enfermedad de la cola
roja), afeccion muy agresiva que afecta principalmente a langostas; si bien, puede infectar
a otros crustdceos (como cangrejos y camarones) que, sin embargo, no desarrollan una
enfermedad grave; pudiendo permanecer viable esta bacteria durante largos periodos en
animales enfermos, los cuales actlian como reservorio de la infeccion

También se han documentado casos en que esta especie se encuentra relacionada con la

patogénesis de pescados de acuicultura como la tilapia (Orecohromis niloticus)

A pesar de estas referencias poco amables, el estudio de las especies de Aerococcus
puede albergar un gran interés debido a su potencial en la bioconservacién de productos
derivados de la pesca. Se conoce que la cepa SF1044 de Aerococcus viridans aislada de
salmén fresco mostré una excelente capacidad para inhibir el crecimiento de seis especies
de una contrastada actividad deteriorante en pescados (Photobacterium phosphoreum,
Brochothrix thermosphacta, Shewanella baltica, Serratia proteamaculans, Hafnia alvei,
Lactobacillus sakei) y de un conocido patégeno psicrofilo (Listeria monocytogenes); dicho
estudio no detectd produccién de aminas bidgenas, ni de olores extrafios, asociados a la

referida accidon antimicrobiana de Aerococcus viridans
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En virtud de lo cual, y a la vista de las abundancias relativas que se observan en las
muestras tp_D (proximas al 100% en tzs y tios) en el ensayo BAC_2 (Grafico 22), acaso
resultara fructifero profundizar en esta linea de investigacion; a saber: aislar e identificar
las especies de Aerococcus que componian las poblaciones de tales muestras presurizadas,
determinar su tolerancia a tratamientos hiperbaricos, y analizar su posible virulencia, asi
como su capacidad de producir sustancias antimicrobianas con una potencial aplicacién en
la conservacién alimentaria.

En cuanto a la escasa variacién del pH de las muestras durante su almacenamiento
refrigerado, dicho comportamiento es consistente con los resultados de otros estudios
que, por el tipo de tratamientos aplicados, guardan cierta analogia con los ensayos que se
han realizado en este trabajo. En el almacenamiento refrigerado durante 10 semanas de
lomo de salmdén SV se observé que su pH permanecia estable en torno a un valor de 6.3
(Dfaz, Garrido, & Bafnon, 2011). Un comportamiento similar presentd el pH de colas de
langosta con tratamientos SV y HHP, manteniéndose relativamente constante alrededor de
6.5 durante 28 dias de almacenamiento (Humaid, Nayyar, Bolton, Perkins, & Skonberg,
2020). Tras 12 semanas de estocaje refrigerado, el pH del curry de pescado en elaboracién
SV no experimenté variacion significativa; permaneciendo siempre en valores préximos a
5.5 (Shakila, Raj, & Felix, 2012). Variacion mas considerable, sin embargo, experimento el
lomo de bonito SV, cuyo pH aumenté de 6 a 6.7 a lo largo de 6 semanas de almacenamiento

(Mol, Ozturan, & Cosansu, 2012).
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6. CONCLUSIONES

Asi como el sabio no ambicionard la vida mds prolongada, sino
la mds intensa, tampoco escogerd el alimento mds copioso, sino
aquel que proporcione mayor deleite.

Epicuro de Samos (260 AC)
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Se finaliza con una sucinta enumeracion asertiva que pretende compendiar este
trabajo:

* En el ensayo con judias verdes (JUD_1), la intensidad del tratamiento SV (90 °C, 1 h
45’) permitid mantener las concentraciones de aerobios mesdfilos totales por debajo del
limite de deteccidn durante 270 dias de almacenamiento refrigerado. Una higienizacién
adicional con HPP resulta superflua.

* En el ensayo preliminar de cordero (COR_1), la intensidad del tratamiento SV (67.5
°C, 8h) mantuvo las concentraciones de aerobios mesoéfilos totales por debajo del limite de
detecciéon durante 30 dias de almacenamiento refrigerado; alcanzando 4.54 log UFC a fin
de tiempo de muestreo (60 dias). La aplicacién de un tratamiento HHP (500 MPa, 24 °C, 8')
adicional permitié que tales concentraciones continuaran bajo el umbral de deteccion

hasta fin de ensayo (60 dias).
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* El segundo ensayo de cordero (COR_2), con mayor intensidad del tratamiento SV
(65 °C, 24h) fue suficiente para que las concentraciones de aerobios mesdfilos totales no
rebasaran el limite de deteccién durante 270 dias de almacenamiento refrigerado. También
en este caso, la aplicacién adicional de tratamientos HHP se evidenciaron innecesarios.

* En el ensayo preliminar con bacalao (BAC_1), con una temperatura de tratamiento
SV (57.1 °C, 30’) por debajo del umbral térmico de seguridad, se detectd proliferacién
microbiana (aerobios meséfilos) entre los 14 y 30 dias de almacenamiento refrigerado; con
una concentracién superior a 5 log UFC en tss. La aplicacion adicional de un tratamiento
HHP (500 MPa, 24 °C, 8’) permitid que la concentracion de aerobios mesodfilos totales
permaneciera bajo los limites de deteccidon durante 45 dias de almacenamiento en
refrigeracion.

* El segundo ensayo con bacalao (BAC_2), de menor intensidad SV (52 °C, 20’) que
el caso precedente, evidencié una importante reduccion de su capacidad higienizante;
detectandose crecimiento microbiano desde los primeros dias de almacenamiento
refrigerado. La aplicacidn adicional de tratamientos hiperbaricos con parametrizaciones
diferentes: presion efectiva (300 o 600 MPa), temperatura de la cdmara de presurizacion
(22 0 50 °C) y tiempo de retencion (4 u 8’), mostrdé una eficacia variable segun intensidad
del tratamiento. Sélo los tratamientos HHP a 600 MPa permitieron un almacenamiento
refrigerado superior a 30 dias (en términos de vida util).

La combinacién que ofrecid6 mejores resultados microbioldgicos fue, como era
presumible, aquella que maximizaba cada uno de los pardmetros de tratamiento de
presurizacién: 600 MPa, 50 °C, 8’.

* En cuanto a la influencia relativa de estos pardmetros (P, T, t) sobre la eficacia

higienizante del tratamiento, se constatd que la reduccion del tiempo de retencion (t) tuvo
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menor trascendencia en la inhibicion microbiana que disminucion de la temperatura de la
camara (T).

* En el estudio de diversidad bacteriana realizado en el ensayo BAC_2 se comprobé
que Proteobacteria (Pseudomonadota) fue el grupo predominante en las muestras SV
(control). Produciéndose durante el almacenamiento una sucesién microbiana de las
familias Pseudomonadaceae (Pseudomonas) y Enterobacteriaceae.

Firmicutes (Bacillota) estuvo representado, principalmente, por Anoxybacillus en las
etapas iniciales, y por Carnobacterium en las etapas finales.

En las muestras con presurizacidn adicional se observan diferencias considerables
respecto al control no presurizado. Tales diferencias resultan mas acusadas a partir del dia
30 de almacenamiento; siendo Firmicutes (Bacillota) el grupo predominante en la mayoria
de los casos, con Aerococcus y Enterococcus como géneros principales (segun tratamiento
HPP aplicado).

Resultados que contribuyen a una mejor comprensién de la influencia de los distintos
tratamientos sobre la microbiota alterante que se desarrolla durante la etapa de
almacenamiento; microbiota que, en definitiva, condiciona la vida util del producto final.

* En cuanto a la seguridad de la coccion SV, se podria afirmar que se trata de una
técnica bastante segura siempre que la intensidad del tratamiento entrafie cierto grado de
pasteurizacion del producto (cocciones indirectas). Asi se ha evidenciado en los ensayos
realizados con judias y cordero.

Sin embargo, a medida que decrece la intensidad del tratamiento SV la seguridad del
alimento se precariza hasta convertirse en un azar de peligrosidad creciente. Prueba de ello
se tiene en el control del ensayo BAC_2 (52 °C, 20’): una materia prima de aceptable

frescura, una cuidadosa preelaboracion, y una coccion SV bastante por debajo del umbral
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térmico de seguridad, dieron como resultado un producto con una concentracion de
enterobacterias en to muy proxima a la inaceptabilidad microbioldgica.

e Dado que las materias primas empleadas habitualmente en coccién directa SV
(pescados y mariscos frescos) son muy perecederas y poseen un coste elevado, a la vista
de los resultados, se considera una opcién factible el almacenamiento refrigerado de este
tipo de elaboraciones cuando se conjugan con un tratamiento HHP.

En tal caso, la regeneracién térmica del producto tendria que llevarse a cabo a una

temperatura igual, o ligeramente inferior, a la del tratamiento SV inicial.
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