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RESUMEN

Dentro de las nuevas tecnologias no térmicas inmnigas para procesar alimentos
se encuentra el tratamiento con pulsos de luz,sguba usado para la desinfeccion de
superficies, aguas y podria ser aplicado para lenclbn de alimentos o productos
alimenticios, minimamente procesados pero mas gggya que se ha demostrado que
tienen efectos bactericidas. La caracteristicaim@srtante de la tecnologia de pulsos de
luz es que, aparte del numero y la duracion, lagéaeroporcionada es mayor que la
obtenida por una radiacion de luz continua. Mientraas corta es la duraciéon de cada
pulso, mas alta es su intensidad, aumentando sxcidagd de inactivacion microbiana. Sin
embargo, poco se sabe de su efecto de esta teanetdge la densidad de poblacion y en
diferentes etapas de crecimiento de un cultivo abiano. En este estudio se evalug, el
efecto de un pulso de luz a una intensidad de J(38, sobre la inactivacién de un cultivo
de Pseudomona fluorescemsdiferentes densidades de poblacior,(1¢, 1¢, 1¢ y 1¢
UFC/mL) y sobre las fases de crecimiento (Fasatatia, exponencial y estacionaria) de
Pseudomona fluorescenSalmonellaspp., Listeria monocytogenes, Bacillus cereys
Saccharomyces cerevisideara ello, estos microorganismos fueron incubadg®’ay 35-

37 °C segun su temperatura de crecimiento, durd#tdénoras. Los resultados fueron
evaluados mediante el contaje de UFC y se reatizzndlisis estadistico. Se determiné que
a diferentes densidades de poblacién y en lasedifes fases de crecimiento existe

variacién en su susceptibilidad por la inactivacidon pulsos de luz.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por el consumo oheados contaminados sigue siendo
una causa importante de morbilidad en todo el muGtivamente, el uso de métodos para
reducir o eliminar los peligros microbiologicos esaos a alimentos tendra un impacto
significativo en la incidencia de dichas enfermegacEn la actualidad se usa una gran
variedad de métodos de conservacion y descontaidimae alimentos, incluyendo la
coccién, congelacién, deshidratacion y la adiciércanservantes (Barbosa-Canovas y col.,

1998).

Aunque estas tecnologias pueden producir alimesgguros, la coccion y la
congelacion pueden contribuir a la degradacionlgienas componentes, que disminuyen
la calidad de alimentos. Para evitar los efectositds indeseables en los alimentos, se han
hecho esfuerzos importantes para el desarroll@d®logias no térmicas, que produzcan
alimentos minimamente procesados con cualidadegivag y organolépticas adecuadas

(Barbosa-Canovas y col., 1998).

Se conoce muy bien que los rayos ultravioleta (ti®)en una gran capacidad para
inactivar los microorganismos (Abad-Lozano y RodeiyVelera, 1984; Craik y col.,
2001). En los ultimos afos, se ha introducido ugevoumétodo que usa energia eléctrica de
alta potencia para generar pulsos intensos deStutia demostrado que tiene efectos
bactericidas en los alimentos, superficies y ew®ren donde se preparan alimentos

(Mertens y Knorr, 1992).



Los pulsos de luz también han sido utilizados pardesinfeccion y esterilizacion de
instrumentos meédicos, procesamiento de agua YSlv@ma, 2007). El método es efectivo
contra muchos microorganismos (bacterias, hongp®ras, virus, protozoarios). Debido a
sus caracteristicas, el proceso es mucho masvefapie los tratamientos convencionales

que utilizan luz UV (Dunn, 2001).

Hoy en dia, la literatura sobre pulsos de luz ¢& egpandiendo rapidamente, pero
sigue habiendo una brecha entre la investigaci@icddy aplicada con respecto a la
descontaminacion de alimentos (Ozer y Demirci, 2085 embargo, en vista de posibles
aplicaciones comerciales, esta tecnologia conaitgdde la década de 1980, fue aprobado
por la Food and Drug Administration (FDA) en 1996egientemente ha sido ampliamente

investigada (Palmieri y Cacace, 2005).

Debido a la gran eficacia de esta tecnologia stdrdestruccion microbiana, ya
demostrado por ensayads vitro, es importante realizar mas estudios, que evasien
eficacia a la hora de descontaminar productos. e8ibargo, muchos factores podrian
influenciar la inactivacion microbiana por PL ers lalimentos, como la matriz del
producto, la resistencia de diferentes microoiggans y su capacidad de reactivacion ante
esta tecnologia, la densidad de poblacidon presenta alimento y la etapa de crecimiento
en la que se encuentran. Ademas, es importantaiagvé perdida de propiedades
sensoriales y nutricionales en un alimento tratamlo pulsos de luz. Por lo anteriormente
sefialado en el presente trabajo, se estudiar@etbede la densidad de poblacion y de la

fase de crecimiento microbiano sobre la efectiviagcrobicida de los pulsos de luz.



Il ANTECEDENTES

1. Principios de los pulsos de luz

Los pulsos de luz (PL) se generan utilizando texgiak de ingenieria que aumentan la
potencia de la energia muchas veces para convépitlamente impulsos eléctricos en
pulsos de luz de alta intensidad. El sistema codstdres componentes principales: la
fuente de alimentacion, el dispositivo de configigla de pulsos y la lampara. La energia
es almacenada en un condensador de alta potencim periodo relativamente largo (una
fraccion de segundo) de la que se libera a unaadredpecial de lampara de xendn en un
tiempo mucho mas corto (nanosegundos a milisegiinda&nergia entregada a la lampara
produce un pulso de luz intenso que se concenteh &mea de tratamiento, que suele durar
unos pocos cientos de microsegundos. La luz prddugor incluye radiaciones
electromagnéticas ultravioleta de onda corta (UMEMnnasser y col., 2007). Este sistema
trabaja con lamparas de xendén que pueden prodesteltbs varias veces por segundo
(GOomez-Lopez y col., 2007). Solo se requieren deopalestellos para producir un alto

nivel de inactivacion microbiana (Marriott, 1999).

Las radiaciones electromagnéticas son emitidasopagadas por medio de ondas que
poseen las siguientes caracteristicas: longituzhda {), la frecuenciay) y energia (E). El
término “luz” se utiliza generalmente para referira las radiaciones del espectro
electromagnético, que van de 180 a 1100 nm, qeleym a los rayos ultravioleta (U¥,
=180-400 nm aproximadamente, que a su vez sesdédien UV-A (onda largas), de

315 a 400 nm, UV-B (onda media), de 280 a 315 nkdyyC (onda corta), de 180 a 280



nm), luz visible x=400-700 nm) y los rayos infrarrojos (IR,=700-1100 nm). La luz
puede ser emitida por diferentes fuentes y poratites mecanismos, debido a la transicion
espontanea de algunos atomos de un estado exatado estado de menor energia

(Palmieri y Cacace, 2005).

Cuando la energia de la luz irradidgtagolpea la superficie de un cuerpo material, una
parte de su energieE, donder es el coeficiente de reflexidn del material) ej@ en la
superficie, una parte de ella es absorbida porclgsas de material a través de la
cual penetra y la otra parte se transmite a laascagernas. La energ&(x) de la luz
transmitida a una distanckgpor debajo de la superficie a un cuerpo matersshithuye con

x de acuerdo con la ley de Lambert-Beer (Dunn y ¢8B9) (Ecuacion 1).

E(x) = (1-r) B & )2

Dondea es el coeficiente de extincion, que mide la trarspcia o la opacidad del
material dado. La mayoria de los sélidos son op#&geso) y no transmiten radiacion,
mientras que una gran cantidad de liquidos y ttmbgases son transparentes>Q), y no
absorben toda la energia. Por lo general, en laorzayge los materiales (incluidos los

alimentos), la intensidad de la luz disminuye ramdnte (Palmieri y Cacace, 2005).

La energia absorbiday (Ecuacidon 2) por una capa de profundidad d poajdette la

distanciax es:

Eqa=E(X) (1-1)Epe @ 2



La energia de luz absorbida en general se disip@ calor, generando un aumento de

la temperaturaAT) igual a:

AT = ___ B )
pCy Ad

Dondep y ¢, son la densidad y el calor especifico del mateespectivamente A
es el area de la superficiE.es un gradiente de temperatura entre el exterlas gapas
internas del material que da lugar a una transt@eshe calor por conduccién dentro del
material. La tasa de transferencia de calor y elemio de la temperatura depende de la
intensidad y la duracién de la radiacién incidgntke las propiedades térmicas del material

(Palmieri y Cacace, 2005).

El efecto de la radiacion sobre un cuerpo puedarsgor evaluado mediante la
densidad de energiafofluencia, definida como la energia recibida déalapara por la
muestra por unidad de superficie durante el traatoj que se mide en joule/métm

centimetrd (J/nf o J/icnf) (Gémez-Lépez y col., 2007).

La luz puede ser irradiada de forma continua o emd pulsada. Grandes
cantidades de irradiacion de luz deben ser aplecada el fin de comprender mejor la
transferencia de energia a un material por mediarde serie de pulsos de luz. Si un
proceso consiste en un numerade pulsos y cada uno de ellos tiene una duracikn

densidad de energia o fluenéta la duracion total es d&, = n * t, definido como la



duracion del tiempo del tratamiento, la frecueresa = 1/ T, la fluencia o energia total

Fiot=n* F (Palmieri y Cacace, 2005).

Finalmente, la densidad de potencia de pulse@ de flujo de energia = F/t,
gue puede definirse como la energia recibida dént@ara por la muestra en unidad area

por segundo y es medida en Watt/mét(vg/m”) (Gémez-Lopez y col., 2007).

La caracteristica mas importante que posee laalii@r de energia por pulsos de
luz es que, aparte del niUmero y la duracion, lagéaeroporcionada por este tratamiento
es mayor que la proporcionada por una radiaciotiragm en cuanto a la energia total
equivalente. Mientras mas corta es la duracion, altdses su energia. Por esta razén, si se
compara con las radiaciones continuas, los pulgsuzl muestran una capacidad de
penetracion mucho mayor a traves de los mater{@lesn y col., 1989). Ademas, los PL
proporcionan enfriamiento en el periodo entre cddatello y por lo tanto reduce la
acumulacién de temperatura de la irradiacion caatide la luz UV (Mc Donald y col.,

2000).

Las caracteristicas antes nombradas, han hechestgienétodo se haya convertido
en una técnica novedosa usada en tecnologia dendtisnpor su rapida inactivacion
microbiana (Oms-Oliu y Martin-Belloso, 2008). Loérminos, pulsos de luz de alta
intensidad y amplio espectro (Roberts y hope 2Q08)iIsos de luz blanca (Marquenie y

col., 2003) son sindnimos de pulsos de luz (Roweanl.y 1999).



2. Inactivacién microbiana

Se ha demostrado que la alta potencia, provistagptratamiento con pulsos de luz, es
capaz de inactivar microorganismos en diversosogtediferentes causas y mecanismos se
han propuesto para explicar la inactivacion de ooiganismos por pulsos de luz (Barbosa-

Cénovas y col., 2000).

Muchos cientificos han realizado diversos expertogeromprobando la eficacia del
tratamiento con pulsos de luz para destruir migaoismos. Sin embargo, se observa
diferencias en cuanto a los materiales usados gidones experimentales en las que se
han obtenido resultados variables, que hacen gsiecdaparaciones entre ellos sea

dificil (Elmnasser y col., 2007).

Se ha demostrado que la reduccion de la pobladi@ue ser de mas de 8 ciclos
logaritmicos en células vegetativas, de 6 ciclagaditmicos en esporas presentes en
superficies, fluidos y bebidas y de 1 a 3 ciclogahitmicos pueden ser alcanzados en

superficies complejas o rugosas como las de leeddarriott, 1999).

2.1Ejemplos de inactivacion microbiana por pulsos deulz

En algunos trabajos realizados, se ha observaddagueacterias Gram-negativas son
menos susceptibles a la inactivacion por pulsotudlejue las bacterias Gram-positivas,
mientras que las esporas de los hongos son lassosteptibles a este tratamiento.

(Anderson y col., 2000). Sin embargo, algunos itigadores reportan que no han



encontrado ningun patrén de sensibilidad entradifesentes grupos de microorganismos
después de estudiar un gran numero de ellos, mwtloy bacterias, levaduras y mohos

(Gomez-Lbopez y col., 2005a).

2.1.1. Inactivacion de bacterias

Entre los microorganismos estudiados en la inagtivamicrobiana por pulsos de luz
se encuentraStaphylococcus aureusPara este microorganismo se logré reducir la
poblacién de 7 a 8 log (UFC ). de células sembradas en solucién tampén y plazas d
agar, con un tratamiento de 5,6 Jauor pulso durante 5 segundos, sin un aumento

sustancial de la temperatura (Krishnamurthy y @8i04).

Por otra parte, estudios realizados dbscherichia coliy Salmonella enteritidis
mostraron una reduccion de 9 ciclos log despuémdratamiento con 100 pulsos de luz de
9 J. ParéE. coli se obtuvo una reduccion de 7 ciclos log aplicab@® pulsos de 4,5 J,
registrandose también una reduccion aproximada,deiblos log después de aplicar 5

pulsos de 4,5y 9 J (Ghasemi y col., 2003).

Otros trabajos en los que se ha aplicado 200 pulscsnte 100 nanosegundos, en
placas inoculadas cohnisteria monocytogenes, E. cdlil57:H7 Salmonella enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y S. auseusbtuvo una reduccion de 6 ciclos
log aproximadamente (Rowan y col., 1999). Si secapl64 pulsos de luz duranteud a
una intensidad de 3 J se logra también una inadfivade 2 ciclos log de poblacionks

monocytogeneg 4 ciclos log paréE. coliO157:H7 (Mac Gregor y col., 1998).



Con pulsos de luz también se ha logrado la inacim de esporas de
microorganismos comBacillus subtilis en donde se ha alcanzado una reduccién de 7 a 8
ciclos log con una intensidad de tratamiento d8 d&nf durante un segundo (Sonenshein,

2003).

2.1.2. Inactivacion de hongos

En hongos com@éspergillus nigery Fusarium culmorumse obtiene una reduccién de
4,5 ciclos log luego del tratamiento con 1000 pulde luz en un rango de longitud de onda

de 200-300 nm (Anderson y col., 2000).

En esporas dA. nigertambién se ha logrado una reduccion logaritmica, g8 luego
del tratamiento. Cuando se aplican 5 pulsos\eniger a una intensidad de 1 Jfgnse
logra una inactivacion de 4,8 ciclos log (Wekhotgl., 2001). Incluso con un pulso
adicional (6 pulsos) se logra disminuir el nUmeeosdbrevivientes hasta 6-8 ciclos log de

este mismo microorganismo (Bushnell y col., 199&kWof y col., 2001).

En algunos casos se ha reportado que el colorsdesiporas puede desempefiar un
papel importante en la susceptibilidad, ya queelgsoras dé. niger son mas resistentes
gue las esporas die culmorum lo que podria deberse a que el pigmento de v a&s de
A. nigerabsorbe mas de la longitud de onda UV-C que espi@fe. culmorum dando una

proteccién contra los rayos UV (Anderson y colQ@0



2.1.3. Inactivacion de levaduras

En los resultados reportados para la inactivac@riedaduras com&accharomyces
cerevisiae se han aplicado diversos tratamientos que valigmado de inactivacién. En
placas de agar inoculadas ®ncerevisiase ha logrado una reduccién de 5 ciclos log con
200 pulsos (Rowan y col., 1999). Mientras que &tap5 pulsos de luz con una intensidad
de 0,7 Jlcrhse reduce 6 ciclos log. En levaduras cdbamdida lambicay Rhodotorula
mucilaginosase ha reportado una reduccién de 3 ciclos logolaegser tratadas con pulsos

de luz (Gémez-Lopez y col., 2005b)

2.1.4. Inactivaciéon en virus

En virus como el de la poliomielitis y el adenogirdos pulsos de luz han sido
altamente efectivos. Aunque ambos virus mostranasceptibilidad al tratamiento, el
adenovirus es mas resistente a los PL que el pal@o\Se registraron reducciones de 4 Log
(UFC/mL) de poliovirus con un tratamiento de 10sps| a una intensidad de 12 mJcm
mientras que el mismo tratamiento ocasiond unac@din en adenovirus de apenas 1 ciclo

logaritmico (Lamont y col., 2007).

3. Mecanismos de accion de los pulsos de luz

Los efectos de letalidad por pulsos luz, puederagséiuidos a su rico contenido de

espectro UV-C, a su corta duracion, al pico de pdtencia y la capacidad que tiene de

poder regular tanto la duracién del pulso comadalfencia de los destellos emitidos por la



lampara, que desempefian un papel importante eastaudcidon microbiana (Takeshita y
col., 2003). De hecho, la region UV es esenciah pareficacia del tratamiento. Se ha
confirmado que el efecto letal no se logra si stuye en la lampara un filtro para eliminar

el rango UV de longitud inferior a 320 nm (Takealhjitcol., 2002).

Varios mecanismos han sido propuestos para exm@logfiecto letal por pulsos de luz,
todos ellos relacionados con la zona ultravioleth espectro y su efecto fotoquimico y
fototérmico (Anderson y col., 2000; Wekhof y c@001; Takeshita y col., 2003; Wuytack

y col., 2003).

3.1Efecto Fotoquimico

El efecto fotoquimico se puede atribuir a la acdedbuz UV sobre el ADN de las
células microbianas (Farkas, 1997). El ADN es daépara la reproduccion de todos los
microorganismos, éste absorbe la luz UV, principalt@ a través de los dobles enlaces
conjugados entre carbonos (Jay, 1996). Varios n&oas subyacen a esta inactivacion
incluyendo las modificaciones quimicas y la fragtaeidn del ADN. El efecto germicida
de la luz UV se ha atribuido principalmente a Ensformacién fotoquimica de bases de
pirimidina en el ADN de bacterias, virus y otrosdagenos para formar dimeros (Mitchell y
col., 1992; Giese y Darby, 2000). El dimero inhédéormacion de cadenas de ADN en el
proceso de replicacion celular, dando lugar a #&tigacion (incapacidad para replicarse,
llamada muerte clonogénica) de los microorganismafestados por la radiacion UV

(Bolton y Linden, 2003) (Figura 1).



Antes Después

Luz UV

Figura 1. Efecto Fotoquimico sobre el ADN por accion de [a dltravioleta (Tomado de
www.wikimedia.org/wikipedia/DNA_UV_mutation.gi/219DNA_UV_mutation.gif)

3.2 Efecto Fototérmico

La accion letal de los pulsos de luz, también pusde debida a un efecto
fototérmico. Posiblemente, con una energia superiojs J/crh se logra la desinfeccion,
por la explosion de las bacterias durante un sal@etamiento temporal debido a la
absorcion de los rayos UV de la lampara de puBst® recalentamiento puede atribuirse a
una diferencia en la absorcion de la luz UV porHasterias y del medio circundante. El
contenido de agua de las bacterias se vaporizarayeo un flujo de vapor que induce a la
interrupcion de la membrana (Takeshita y col., 20B8r otra parte, se ha demostrado que
al tratar esporas microbianas, ocurre una perf@maoi ruptura en la que se escapa el
contenido por efecto del recalentamiento, quedaad@a después de una explosion interna

dando lugar a una evacuacion del contenido (Wekloot., 2001) (Figura 2).



Figura 2. Micrografia de esporas depergillus nigettratadas con Pulsos de Luz (Wekhof,
2001)

En el caso de la radiacién con tratamientos ricod\é la accion bactericida se puede
atribuir al efecto fotoquimico combinado con elogdefototérmico. Si este fuera el caso, la
inactivacion microbiana seria principalmente pore&tcto fototérmico en ausencia de
longitudes de onda UV, ya que los pulsos de luasaimplemente un meétodo rapido para

transferir grandes cantidades de energia térmieasaperficie del producto (Mertens y

Knorr, 1992).

3.3 Efecto Fotofisico

Es probable que el impacto de pulsos de luz sasr¢iroteinas, membranas y otros
materiales celulares esté relacionado con la wetin microbiana. Al comparar la
inactivacion de un microorganismos por pulsos deylla clasica radiacion UV continua,
se encuentra que la concentracion de proteinaaetrida células tratadas por pulsos de

luz fue mayor que la observada por tratamientdadéde UV, esto podria indicar el dafio



potencial de la membrana celular inducido poraghmiento con pulsos de luz (Takeshita

y col., 2003).

En algunos trabajos en donde se utilizé microscefeatronica de transmision, se
observé que las células de levadura exhibieromatdifes cambios estructurales luego del
tratamiento. Estos cambios incluyen expansion sigdauolas, distorsion de la membrana
celular y cambios en la forma circular, lo que @adgue el dafio de la membrana celular
puede ser inducido por el tratamiento con luz mlasa@omo se puede observar en la
figura 3. Por otra parte, después del tratamieldtsico de luz UV continua, la estructura
celular de la levadura fue casi la misma que llsl€élulas no tratadas (Takeshita y col.,

2003).

Figura 3. Microscopia electrénica de transmision de céldasStaphylococcus aureus
tratadas con pulsos de luz. A) Células controlratatias. B) Células tratadas con pulsos
de luz (Krishnamurthy y col., 2008)



Las micrografias electronicas de esporas trataglad’t revelaron que se rompio la
parte superior de la espora. El colapso y defordmade la espora muestra la formacion
de créateres profundos, posterior al tratamients. @@ parte, el andlisis microscépico
después de tratamiento con pulsos de luz de atgianUV, reveld que la mayoria de las

esporas se habia desintegrado o deformado (Welktwif,2001).

4. Fotorreactivacion y reparacion en la oscuridad

La fotorreactivacion es la reparacion de los dadiibsavioleta en bacterias por la
iluminacion con luz visible (Cleaver, 2003). Esfanémeno bien conocido en el campo del
tratamiento con luz ultravioleta de onda corta (OW). Es catalizado por la enzima
fotoliasa, que reconoce los dimeros de pirimidir@pcidos con la radiacion UV vy, tras
acoplarse a ellos utiliza la energia de la ludlésfentre 310 nm y 400 nm) para romper los
enlaces del anillo de ciclobutano que unian adaspitimidinas con lo que el ADN dafiado
recupera su conformacion normal (Jiménez-Sanché&zugrrero, 1982) (Figura 4). La
fotoliasa es una flavoproteina que contiene domeéforos ligados no covalentemente. Un
cromoforo es el FAHD el cofactor catalizador que lleva a cabo la fnae reparacion a
la excitacion ya sea por la absorcion directa tienfess o por la transferencia de energia de
resonancia del segundo cromoforo (metiltetrahideddo (MTHF) o 8-hidroxi-5-
deazaflavin (8-HDF)) que absorbe luz del sol y autada eficiencia de reparacion. El
cofactor de flavina excitado transfiere un electabdimero de pirimidina para generar un
par de radicales cargados. El anillo anionico deledlo es dividido, y los electrones en
exceso retornan al radical de flavina para restdardorma de FAHD cataliticamente

competente y cerrar el fotociclo catalitico (Kacoy., 2005).
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Existen otros dos mecanismos que podria reactgacédlulas tratadas con PL. Uno de

ellos es el mecanismo de reparacién en oscurideglnqg requiere de la luz, como en la

fotorreactivacion. El otro se refiere especificateen las esporas, las cuales pueden

repararse a si mismas por un sistema comuin deaoéfarpor escision (Setlow, 1992)

(Figura 5).
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5. Efectos de los pulsos de luz en alimentos

5.1 Alimentos liquidos

Muchos liquidos como el agua, tiene un alto graeltrahsparencia a amplios rangos de
longitudes de onda incluyendo la luz visible y UMjentras que otros, tales como
soluciones de azucar y los vinos, presentan umesgdesencia limitada. El aumento de
sélidos disminuira la intensidad de penetraciétedaz UV (Shama y col., 1999; Bintsis y
col., 2000). En soluciones acuosas, mientras menola transparencia, la eficacia del
tratamiento con PL es menor (Tonon y Agoulon, 20083 liquidos con alta absorcion de
luz UV, deben ser tratados en una capa delgadalcfin de reducir la absorcién de la
radiacion (Wright y col., 2000). De esta maneraalsorcion de luz UV por el liquido
disminuye y las bacterias son mas propensas aoseetislos a dosis letales (Shama,
1992). La absorbancia de jugos naturales clarifisagl jugos que contienen pulpa varia
considerablemente. Un jugo de manzana clarificadoet una absorcion baja, con
coeficientes de absorcién de unos 1I'cmientras que la absorcién de zumo de naranja
puede alcanzar valores cercanos a 50 @outchma y col., 2004). Ademas, se observé
una correlacién positiva entre el contenido demvitea C y el coeficiente de absorcion de

los jugos de manzana (Koutchma, 2008).

En otros estudios, con leche esta fue eficienteenpasteurizada en frio por la
exposicién a PL con una dosis de 12,6 3/em56 s (Smith y col., 2002). Se alcanzé una
completa inactivacion dé&. aureuspor tratamientos con PL (Krishnamurthy y col.,
2007). Estos autores concluyeron que un disefi@aorde un sistema de PL para el flujo

continuo de pasteurizacion de leche requiere rethgitiempos de tratamiento para evitar



un aumento excesivo de temperatura, que puedercags@aos cambios en la calidad. La
calidad y los cambios sensoriales durante losniatetos con PL no han sido estudiados
todavia. En comparacion a la luz UV continua, Pledmu limitar las reacciones de

oxidacion debido a la corta duracién de pulso,lpgeneral 300 ns a 1 ms (Fine y Gervais,
2004). Los tratamientos de PL no parecen afeclas aroteinas o componentes lipidicos
de la leche. EImnasser y col.,, (2008) no observarambios en la composicién de

aminoacidos de las proteinas y la oxidacion ddifpdos después del tratamiento de la

leche.

5.2 Alimentos sélidos de origen vegetal

En vegetales minimamente procesados, como laaespiel apio, pimentdn verde,
brotes de soya, zanahoria, lechuga, repollo blaseolograron obtener reducciones
logaritmicas entre 0,21 y 1,67 ciclos log despweéardtratamiento con PL a una intensidad
de 7J en un tiempo de 0,56 y entre 0,21 y 1,63 sedundos/lado, y entre 0,56 y 2,04 a
180 segundos/lado (Gomez-Lépez y col.,, 2005ks resultados de este estudio también
indican que el tratamiento con PL indujo un aumel@o80% en la tasa de respiracion de
la lechuga, mientras que la frecuencia respiratdeala col no se vio afectada. Las
reducciones en el recuento de aerobios fue déod,@UFC mL?) para las zanahorias y
mas de 2,6 log (UFC ml) para pimenton utilizando sélo 2 pulsos de 0,1&A)/
(Hoornstra y col., 2002). Segun estos autoregdaccion de casi 2 ciclos log extendio la

vida util de las verduras cortadas a 7 ° C aprogan@ente, en cuatro dias adicionales.



PL también han sido estudiados para evaluar laf@esion de superficies de frutas
frescas (Lagunas-Solar y col., 2006; Bialka y Dem007, 2008). Microorganismos
estudiados por Lagunas-Solar y col., (2008)ernaria suplentesA. niger, Botrytis
cinereg Fusarium oxysporum Fusarium roseum Monilinia fructicola, Penicillium
expansumPenicillium digitatumy Rhizopus stoloniferfueron parcial o completamente
inactivados después de la exposicion de la supedela fruta a tratamientos con PL. Con

la excepcion de A. niger, la mayoria de los horfgeson controlados con menos de 0,5

Jlenf.

5.3 Otros alimentos

Como reporté Dunn y col., (1995), los tratamierdesPL logran alta inactivacion
microbiana en superficies relativamente simplegntnas que por otra parte, se obtienen
s6lo de 1-3 reducciones logaritmicas en superficbesplejas, como las de la carne. Parte
de la radiacion puede haber sido absorbida p@rtatsinas y los lipidos, lo que disminuye
la dosis efectiva en los microorganismos (Gomezekzog col., 2005b). Las proteinas
tienen una fuerte absorcion de la luz UV alredetio280 nm, asi como en longitudes de
onda mas alta de la region UV-B, mientras queiloslds con dobles enlaces conjugados
aislados también absorben UV (Hollésy, 2002). Dyreol., (1997) demostraron que los
filetes de carne de vacuno tratados a cada lad®kcate 5 J/crhy almacenados en 3 dias a
4-5°C mostraron reduccion de 2 ciclos log en aleato microbiano. Estos mismos autores
también evaluaron camarones y obtuvieron que la®mdos con PL y almacenado en
refrigeracion durante 7 dias, seguian siendo cdniest mientras que los camarones no

tratados mostraron degradacién microbiana extensa.



La tecnologia de PL es aplicable para esterilizegducir la poblacion microbiana de
material de embalaje o material de las superfieresontacto con alimentos en plantas de

procesamiento (Dunn, 1996).

6. Microorganismos de importancia

Los microorganismos son ubicuos en nuestro ambignidiéndose encontrar en el
agua, aire y especialmente en los alimentos. Limsentos frescos, la mayoria de los
preparados e incluso algunas veces los preserveglgsntaminan, ya que proporcionan un
medio apto para que los microorganismos coloniceregcan, ocasionando un deterioro en
el alimento que produce una reduccion en la alidazhy disponibilidad de los mismos.
Ademas, el fallo en la adecuada descontaminaci@onservacion puede permitir el
crecimiento de microorganismos patdégenos, resukadenfermedades con alta morbilidad
y mortalidad (Mandigan y col., 2006). En el presamabajo se estudio la inactivacion por
pulsos de luz de microorganismos deteriorativos agogenos, comoPseudomonas
fluorescens Salmonellaspp, Listeria monocytogene®8acillus cereusy Saccharomyces

cerevisiaeque ponen en riesgo la calidad e inocuidad dallogentos y la salud publica.

5.1 Pseudomona fluorescens

Pseudomona fluorescerss un organismo importante de deterioro de ioseatos.
Es un bacilo Gram-negativo, flageado, incapaz dmdoesporas y crece aerébicamente.

La temperatura Optima para su funcionamiento e25de 30 °C. Posee fluoresceina que es



un pigmento fluorescente que la hace reaccionamtefrea la luz ultravioleta. Este
microorganismo tiene la habilidad de formar de blfgulas (Sillankorva y col., 2008). Las
biopeliculas son comunidades de bacterias adheaida superficie y embebidas en una

matriz biopolimerica (Parsek y Singh, 2003)

6.2 Salmonella spp.

Salmonellaes un género bacteriano perteneciente a la Fafnl@robacteriaceae
Son Gram-negativos y aerobios-anaerobios facubigtivposeen forma bacilar, no
esporulados, moviles por flagelacion peritricaeEsicroorganismo causa una enfermedad
comun llamada Salmonelosis. Se puede afirmar qiestns productos crudos de origen
animal y el ambiente en que se preparan, puedan @sttaminados coSalmonella De
aqui que los alimentos que con mas frecuencia ugar la casos de salmonelosis son:
carnes y productos cérnicos, algunos productos ltercateria, carnes de aves y
subproductos, huevos y ovoproductos, leche y ptoduderivados de la leche. Puestos
gue, a veces, un bajo niumero de Salmonella puegarcanfermedad, lo mas importante es

asegurar su ausencia en los alimentos listos pacansumo (Anderson, P., 2005).

6.3 Listeria monocytogenes

Listeria  monocytogengespor su interés para la salud publica y su impacto

econdmico, es uno de los microorganismos de ordjementario mas importantes en los

ultimos 20 afios. Es un microorganismo Gram-positd® forma bacilar, aerobio y no



presenta capsula ni espora. Es movil a 25 °C penovil a 37 °C por inactivacion del
flagelo, es psicrotrofico y su temperatura Optirmaestre 30 °C - 37 °C. Se transmite por
alimentos, sobre todo leche, derivados lacteosgesamal preparadas y por el consumo de

verduras sin lavar bien (Anderson y Calderén, 2000)

Este microorganismo produce una enfermedad llamasteriosis, que es una
infeccidn intestinal que puede producir septicendbprtos y meningitis (Mandigan,
Martinko y Parker, 2006). La listeriosis transmatidor alimentos es relativamente poco
comun, pero grave, con tasas de letalidad altasppamdas con las de otros
microorganismos patdgenos transmitidos por alingentesta afecta principalmente a
segmentos especificos de la poblacién cuya vuliliglad es mayor (Anderson y Calderon,

2000).

6.4Bacillus cereus

Bacillus cereyses una especie microbiana integrada por baailsninosos, Grar
esporulado, aerobio o anaerobio facultativo y mineddiante flagelos peritricos. La espora
es ovoidea, central y no deformante. Su Temperaiptiana es de 30°C a 37°C, la de
crecimiento es 5°C a 55°C y su temperatura de gewitin 5°C a 8°C. Puesto que es
esporulado, su amplia distribucion en el ambiemtdudar a su acceso a varios alimentos
crudos: leche y productos lacteos, superficies almes crudas, incluida la de pollo,

cereales y derivados, especias, etc. Este micnoigrga produce dos tipos de toxinas



causando dos enfermedades diferentes: una diagreita emética (Anderson y Calderén,

2000).

6.5 Saccharomyces cerevisiae

La levaduraSaccharomyces cerevisiaes un hongo ascomiceto, que ha sido
ampliamente estudiado dada su importancia en lastrid panadera y vitivinicola, asi

como por su capacidad de producir etanol (Folchd¥glcol., 2004).



[ll. OBJETIVOS

1. Obijetivo general:

» Determinar el efecto de algunas variables critezata susceptibilidad de microorganismos

a los pulsos de luz.

1.1 Objetivos especificos:

1 Determinar el efecto de la densidad de poblaciéerahiana sobre la efectividad
microbicida de los pulsos de luz.
2 Determinar el efecto de la fase de crecimiento @bieno sobre la sensibilidad de algunos

microorganismos a pulsos de luz.



IV. MATERIALES Y METODOS

1. Equipo de trabajo y materiales

1.1Lugar y equipo de Trabajo

El Sistema de Pulsos de Luz Ultravioleta (UV-Cgreuentra ubicado en el Laboratorio de
Nuevas Tecnologias y Desarrollo de Productos defitito de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (ICTA) de la Universidad Central de Veunela, ubicado en Colinas de Bello
Monte, Caracas-Venezuela. Ademas, es en este migsgaw donde se suministran los
materiales, equipos, reactivos y medios de culjiwe se usaron para este trabajo. El equipo de
pulsos de luz que se uso6 en este proyecto es mi@dliaticA 1XL-SA (SteriBeam, Kehl,
Alemania) (Figura 6). El tratamiento que se appeda los experimentos fue de un Unico pulso

de luz a una intensidad de 0,35 Jcm

Figura 6: Equipo de Pulsos de Luz modelo XeMaticA 1XL-SAeff@eam, Kehl, Alemania).
Situado en el Laboratorio de Nuevas Tecnologiasegabrollo de Productos del Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA) de la Ustisidad Central de Venezuela



1.2 Preparacion del material

1.2.1 Preparacion de caldo nutritivo y caldo potato dextosa

Para preparar caldo nutritivo (Hi Media, Munbaidil), se disolvié 8 gr de caldo
nutritivo por cada 1000 mL en agua destilada, adentd y se agitd para evitar la formacion
de grumos en el fondo del Erlenmeyer. Se esterilfladésea en una fiola o en tubos de

ensayo en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

En el caso del caldo potato dextrosa (Hi Media, béinindia), se disolvidé 24 gr en

1000 mL.

1.2.2 Preparacion de agar nutritivo y agar potatalextrosa

Se disolvié 23 gr de agar nutritivo (Hi MedMunbai, India), por cada 1000 mL de
agua destilada. Se llevé a ebullicion durante 1t2utos para disolver totalmente y se
esterilizé en autoclave a 121°C durante 20 minultosgo de esterilizar, se sirvieron en las
placas de petri entre 13-15 mL del medio atempefjadto al mechero para evitar

contaminacion. Finalmente, se dejo enfriar parasglidificara.

En el caso de agar potato dextrosa (Hi Media, Mynbdia), se disolvié 39 gr en

1000 mL.



1.2.3 Preparacion de agua peptonada

Se prepar0 agua peptonada al 0,1%, para estes8elpgramo de peptona (Hi Media,
Munbai, India), en 1 L de agua destilada y se dlen tubos con tapa y se esterilizé en

autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

1.3Microorganismos bajo estudio

Para la realizacion del siguiente trabajo se atitim los siguientes microorganismos:

* Pseudomonas fluorescer®VCM 627. ATCC 13525 (Catélogo de 1996), DSM 3109
NCTC 10038. Origen: Tanques de prefiltro, Inglate@epa Tipo

» Salmonellaspp. Fue donada por la Escuela de Farmacia daileerdidad Central de
Venezuela, por la Profesora Maria Stella Medina.

» Listeria monocytogenesCVCM 446. Proviene del Laboratorio de Microbidlag
(ICTA), UCV, via Rojas B. Identificacion en ATBW: Buena identificacion (99%)

» Bacillus cereusCVCM 461, Aislada en el CVCM. Identificacion en BTPlus: Muy
buena identificacion (coincidencia 99,5 %).

» Saccharomyces cerevisjg@VCM 1629. ATCC 26422, DPL-14, UFA 0026. Derivada
de ATCC. Servicio de liofilizacion y cepa en depdgiara cepario de la UFA Il Polar.

Donaciéon de UFA al CVCM.



1.4 Activacion y aislamiento de las cepas

Las cepas almacenadas bajo refrigeracion, se emtivaediante 3 repiques sucesivos
en caldo nutritivo excepto pafaccharomyces cerevisiggie se cultiva egaldo potato
dextrosa (Hi Media, Munbai, India). Luego se inawipedurante aproximadamentel2 horas
dependiendo de su velocidad de crecimiento, patargoabajar con las diferentes fases de

crecimiento.

Las temperaturas de incubacién para cada microisrgarfueron:
Pseudomonas fluoresceassO °C.

Salmonellaspp. a 35-37 °C.

Listeria monocytogenes 35-37 °C.

Bacillus cereus 35-37 °C.

Saccharomyces cerevisiae80 °C.

2. Efecto de la densidad de poblacion sobre la efedtiad antimicrobiana de los

pulsos de luz

Para este experimento se hizo crecer un cultiv@seidomonas fluorescehssta fase
estacionaria (aproximadamente®’ 10FC/ml). A partir de este cultivo se realizarotudiones
seriadas hasta 1@FC/mL. De los cultivos con £010%, 1, 16 y 10 UFC/mL, se tomé 6
mL y se sembraron en una placa de petri estérs. @acas por cada dilucion sirvieron como
controles, y dos fueron tratadas a 0,35 3/¢mego, del mismo medio de cultivo se tomé 1 mL

para realizar las diluciones seriadas requeridaa pae al sembrar e incubar se pudieran



obtener resultados contables (Gomez-Lépez y cO520 El experimento se realizo tres veces
y cada uno se realizé por duplicado, para segsirdglas de contaje en la que se estimé las

placas entre 25-250 colonias (FDA, 2001).

3. Efecto de la fase de crecimiento microbiano sobrealsensibilidad de algunos

microorganismos a pulsos de luz.

Para la determinacién de las curvas de crecimgmiooculé 1 ml del microorganismo en
100 ml de su respectivo caldo y se cultivd a lapematura correspondiente en agitacion. A
partir del momento en el que se inoculd el caldtos® una medida de la densidad éptica en
un espectrofotometro (Shimadzu, UV-2501PC, Japoiyx&00 nm (DQyy). Para esto se
extrajo una muestra de 3 mL del cultivo y se triaidssépticamente a una cubeta de lectura
del espectrofotometro y se leyo la densidad Opitael tiempo, con referencia a un blanco
constituido por el medio de cultivo estéril. Dueattd primera hora se tomaron muestras cada
15 minutos, luego cada media hora durante aproxamadte 4-5 horas hasta alcanzar la fase
estacionaria en el medio de cultivo. Los tiemposyalicion dependian de la duracion de

crecimiento de cada microorganismo.

Al mismo tiempo que se midio la gy, se inoculd 0,1 ml del cultivo sobre placas dea aga
nutritivo (potato dextrosa pai@. cerevisiaeen superficie. Todas las placas se incubaron en
superficie porque con la siembra en profundidagfetto de los pulsos de luz se atenta. Para
esto se realizaron diluciones del cultivo antessee sembrado en placa segun la fase de
crecimiento en la que se encuentre, ya que un igecedmero de células microbianas podia

interferir con la accion de los pulsos de luz eediga el conteo de las placas control. Cuando



el cultivo se encontraba en fase de latencia $eaean diluciones en agua peptonada al 0,1%
hasta 10. Durante la fase exponencial de crecimiento skzéediluciones hasta 10 Por
dltimo, cuando se alcanzoé la fase estacionaridwgichasta 18. Para las diluciones se tomé
1 mL y se transfiri6 a 9 mL de agua peptonadaegduse tomé 0,1 mL para la siembra en
superficie. Se inocularon 4 placas por cada pustoddicion, dos sirvieron como control y
dos fueron tratadas con un pulso a 0,35 4/&inalmente, se realizé un contaje de UFC/mL y
se grafico las curvas de crecimiento en el tienip@xperimento se realiz6 tres veces y cada
uno se realizé por duplicado. Se contaron las plagee se hallaron entre 25-250 colonias

(FDA, 2001).

4. Andlisis microbiologico

Se observo y se realizO un recuento en placa deoonganismos. Estos valores se
graficaron para obtener las curvas de inactiva@@mtrol Log (UFC/mL) — Tratamiento Log

(UFC/mL)) en funcién de la densidad de poblaci@nyuncion de la fase de crecimiento.

5. Analisis estadistico

Los resultados son los promedios y desviaciongneésat obtenidas utilizando Microsoft
Office Excel 2007. Se aplico un analisis estaddsB&IOVA de una via para la comparacion
de medias de inactivacion y prueba de contrastushean a posteriori utilizando Statgraphics

Centurion XVI, Version 16.0.09 (USA), con un niE significancia de 0,05.



X. RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. Efecto de la densidad de poblacion sobre la efedgtiad antimicrobiana de los

pulsos de luz

La eficacia de inactivacion de los pulsos de lwmiluye a altos niveles de densidad de
poblacion, que se relaciona con un efecto de atéhuae la luz dado por la superposicion de
los microorganismos (Gomez-L6pez y col, 2005a)evdluar el efecto de un pulso de luz a
una fluencia de 0,35 J/émespecto a la densidad de poblacién de un culdf@seudomonas
fluorescensse encuentra que a mayor densidad de poblacionndigenla eficacia de PL para
la inactivacién microbiana. Cuando el cultivo sewmtra a una densidad de®10 107
UFC/mL, se observa claramente que luego del tratabmila inactivacion oscila entre 0,5y 0,6
ciclos log. Mientras que, a una densidad de paftade 16 y 10* UFC/mL la inactivacion
microbiana alcanza 1 ciclo log. A una densidad delgzion de 1O UFC/mL la inactivacion
microbiana fue letal por lo que luego de la apii@acdel tratamiento no se obtuvieron
resultados contables y en consecuencia esta coaciént de la poblaciéon no se tomé en

cuenta a la hora de graficar los resultados (Arfigxma 18).
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Figura 7. Niveles de inactivacién microbiana por pulsos @e én diferentes densidades de
poblacion para un cultivo d@seudomonas fluorescen®lediante el andlisis de rangos
multiples de Duncan, letras diferentes indicanrdiieias significativa® < 0,05

La disminucién en la eficiencia de la inactivacida una densidad especifica de los
microorganismos, puede explicarse por el efectsaebreado ya que a menores densidades
(10" y 1 UFC/mL) no hay superposicién de los microorganisimor lo que la luz es recibida
directamente por las bacterias, logrando una magamtivacion. Mientras, que a mayores
densidades, las bacterias que se encuentran eafdas superiores reciben la luz directa y se
inactivan pero a su vez protegen a las bacteriamdeapas inferiores de la luz incidente

produciendo un efecto de sombra. En consecuemsigifras de supervivencia son mas altas



cuando hay mayor concentracion de células en utiveuGomez-Lépez y col, 2005a).
Sillankorva y col. (2008) sefialaron gBe flourescensera un microorganismo formador de
peliculas, la cual podria contribuir a la resisienal tratamiento a mayor densidad de

poblacion.

Como se muestra en esta investigacion este mi@osmo, puede reaccionar de
manera diferente a los PL en funcién del tamafidadpoblacion. En la Figura 7, se
muestran los cambios en el nivel de inactivacidnfumcion de la densidad de poblacion
presente en la superficie del caldo nutritivo. Ehlesis de varianza, determind que existe
una diferencia estadisticamente significatiPa 0,05) entre la media de inactivacion por
efecto del tamafio de la poblacion, paraPude 0,0013 < 0,05. Posteriormente, se aplicé
una prueba de rangos multiples lo que permitio mbsela diferencia en el nivel de
inactivacion por efecto de la densidad de poblacResultando, que hay diferencias

estadisticamente significativad®<0,05) entre las densidades de poblacion (Figura

Para llevar a cabo la presente investigacion, iseoutin medio liquido para el cultivo
de P. fluorescensEl tratamiento por PL es mas efectivo en supedic®olidas que en
liquidos (Marquinie y col., 2003b; Krishnamurthggi., 2004). La eficacia de los PL en la
inactivacion de las células en suspension de mailiede incrementarse al minimizar la
profundidad del liquido y/o aumentar el tiempo degamiento (Uesugi y col., 2007). Por
esta razon, al estudiar la inactivacion por efeletda densidad de poblacidn, se realizo el
tratamiento tomando solo una pequefia muestra davoc 6 mL de caldo), asi la

profundidad del liquido en la placa de petri nactfda penetracion del pulso.



Los estudios llevados a cabo por Uesugi y col. {[2@Emostraron que los PL son
capaces de ofrecer el mismo nivel de reduccionabiana en liquidos claros, sin importar
el nivel de contaminacion. Segun estos autores,sedb se aplica sobre liquidos claros y
no sobre los productos donde la influencia de elifess propiedades del sustrato en la
inactivacion es significativa. Gashemi y col., (3Gsefialaron que en medios liquidos, se
puede esperar el mismo efecto de sombreado ewnléacpnes de células de alta densidad
(10°° UFC/mL). De acuerdo con estas observaciones seepiesiacar que en este caso el
hecho de que el tratamiento se realizara en caltt@givo no influy6 en la inactivacion de

poblacion.

Otro factor importante que interviene en la inaatién microbiana es la fluencia y el
numero de pulso de luz (Anderson y col., 2000 y Gtagor y col.,. 1998). A mayor
fluencia mayor sera la letalidad de la bacteria.eBte caso se aplico un pulso de 0,35
Jlcnf. Se pudiera considerar que es una intensidadcbajaespecto a otros experimentos
en los que se uso 200 pulsos de luz a una intehdeld J, logrando inactivar 6,8 ciclos log
de P. fluorescengGémez-Lépez y col, 2005a). Sin embargo, en este sa logra la
inactivacion microbiana, obteniendo resultados ades que facilitan el andlisis
microbiologico. De haberse aplicado un pulso araagor intensidad se hubiera alcanzado
la letalidad del microorganismo evitando obtenesultados contables. Stermer y col.
(1987), lograron disminuir la densidad de pobladé®. fluorescengn carne de cordero

utilizando pulsos con una intensidad de tan s@64,)/cr.



2. Efecto de la fase de crecimiento microbiano sobrealsensibilidad de algunos

microorganismos a pulsos de luz.

Para la realizacion de este experimento se evaluafases de crecimiento, la fase de
latencia, exponencial y estacionaria. Las célulesabianas en la latencia y estacionaria,
son mas resistentes a tratamientos fisicos davaaiin en comparacion con la logaritmica
(Damar y col., 2002). En fase de latencia, laslaglprovenientes de otro medio de cultivo,
entran en una fase de adaptacion al medio freses de comenzar a duplicarse, mientras
gue en la estacionaria es la etapa en la que logemes se agotan y el crecimiento
exponencial cesa. Hay actividad metabdlica de sifntg energia pero el nimero de
bacterias se mantiene estable (De La Rosa y Paé@3). Durante la fase logaritmica
existe una mayor proporcion de células en divisidomento en el cual la membrana

celular es mas susceptible al estrés ambiental &@Dgrool., 2002).

En las figuras 8, 9, 10, y 11 se observan las suda crecimiento de las diferentes
bacterias utilizadas en este estudRseudomonas fluorescenSalmonellaspp, Listeria
monocytogeney Bacillus cereusrespectivamente, mediante la medicion de la dbsoia a

600 nm. Cada cepa alcanzé su fase estacionariaemnsas tiempos.

Estas curvas de crecimiento corresponden a una cencrecimiento tipica. En la que
se observan claramente las tres fases de estudiempo de crecimiento varia ya que cada
uno tiene caracteristicas propias que produces dgtencias a la hora de hacerlas crecer.

Esto posiblemente tenga que ver con la capacidaabd®vechar los recursos nutritivos,



capacidad de adaptarse a un medio fresco luegoedeepicadas anteriormente, la

capacidad de sobrevivir a condiciones de estrés etros.

Absorbancia 600 nm
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Figura 8. Curva de crecimiento d@. fluorescendncubada a 30 °C por 8,5 h en funcion de la
absorbancia (600 nm)
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Figura 9. Curva de crecimiento dealmonellaspp, incubada a 35-37 °C por 7 h en funcion
de la absorbancia (600 nm)
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Figura 10. Curva de crecimiento dasteria monocytogenesncubada a 35-37 °C por 9 h en
funcién de la absorbancia (600 nm)
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Figura 11. Curva de crecimiento dgacillus cereusincubada a 35-37 °C por 6 h en funcién
de la absorbancia (600 nm)



Para caso de las levaduras co®accharomyces cerevisiaautores comoWerner-
Washburne y col. (1993), describen 5 fases densrexto cuando es cultivada en medios
liqguidos con glucosa como fuente de carbono: la tis latencia, la logaritmica, el cambio
diduxico, la postdiduxica y la estacionaria. Sirbargo, estas fases no se observan claramente

en la curva de crecimiento & cerevisia¢Figura 12)

Absorbancia 600 nm

Tiempo (h)

Figura 12. Curva de crecimiento dgaccharomyces cerevisidaecubada a 30 °C por 7,5 h en
funcion de la absorbancia (600 nm).

Las células de levadura, durante la fase logardtraicanzan su maxima velocidad de
duplicacion y llevan a cabo un metabolismo ferntirdadel que se produce etanol. Al
disminuir la concentracion de glucosa, atraviesameb cambio diauxico, un breve periodo de

tiempo en el cual no hay division, y la célula ceanile un metabolismo fermentativo a uno



respiratorio. En la fase postdiauxica usan comatéude carbono el etanol producido durante
la fase logaritmica e incrementan gradualmenteesistencia al estrés; en tanto que la fase
estacionaria se presenta cuando los nutrientesnddio se han agotado y no hay division

celular. En esta fase, las células acumulan cadlbettos de reserva como trehalosa y
glucégeno, alcanzan el maximo nivel de resisteadstrés y su pared celular se vuelve mas

gruesa y resistente a la digestion por liticasar(i@eWashburne y col., 1993).

Para evaluar la sensibilidad de estas cepas deiestuos pulsos de luz en las 3 fases de
crecimiento, se tomé un inoculo que fue diluidothasia concentracién de i@n la fase de
latencia, 10 durante el crecimiento logaritmico y1@n la fase estacionaria y sembrado en

agar por superficie. Posteriormente, se le aplicpulso a una intensidad de 0,35 Ficm

En el caso d®. fluorescensse obtuvo una reduccion logaritmica de 0,5-0,®sitdg en
la fase de latencia, 0,8 ciclos log en la exporadncD,3 en la estacionaria (Anexo figura 19).
Esto concuerda con las investigaciones realizada®pamar y col. (2002), ellos observaron
gue hay una mayor inactivacion Bscherichia coliO157:H7 yStaphylococcus auredsego
del tratamiento en la fase logaritmica seguidaadatencia y por ultimo se obtiene la menor

reduccidén de microorganismos en la estacionaria.
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Figura 13. Niveles de inactivacion microbiana por pulsosideen tres fase de crecimiento
para un cultivo dePseudomonas fluorescenglediante el andlisis de rangos mdultiples de
Duncan, letras diferentes indican diferencias ficativas P < 0,05). Latencia (L1, L2, y L3),
exponencial (Ex1, E2, y Ex3) y estacionario (EsS2 f£ Es3)

El analisis de varianza realizado, demostro latemea de diferencias estadisticamente
significativa P < 0,05) entre la media de inactivacion y las difiees fases de crecimient® (
0,0001 < 0,05). Posteriormente, se aplicd la prugdaangos mdultiples de Duncan, para
determinar entre cuales habia diferencias, regldtajue, hay diferencias estadisticamente

significativas P < 0,05) indicadas en el grafico con letras difegem, b y ¢ (Figura 13).
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Figura 14. Niveles de inactivacion microbiana por pulsos we én tres fase de crecimiento
para un cultivo d&almonella spp. Mediante el analisis de rangos multiples de Duniergs
diferentes indican diferencias significativds < 0,05). Latencia (L1, L2, y L3), exponencial
(Ex1, E2, y Ex3) y estacionario (Es1, Es2 y Es3)

Al evaluar la inactivacion por pulsos de luz effelse de crecimiento degalmonellaspp.,se
obtuvo una reduccion logaritmica de 0,5 ciclosdagla fase de latencia, 0,7 ciclos log en la
fase exponencial y 0,4 en la fase estacionariaX@igura 20). EI microorganismo sigue un
patrén similar al d®. fluorescensnte la sensibilidad a tratamiento con pulsosuded pesar
de que no forma biopeliculas. Nuevamente se pulesienaar la mayor inactivacion en la fase

exponencial seguida de la fase de latencia y piondila fase estacionaria.



De acuerdo a los resultados de analisis de vari@®abtuvo un P de 0,0003 < 0,05,
determinando que existe una diferencia estadistiotemsignificativa entre la media de
inactivacion por efecto del tratamiento. Posterimta, la prueba de rangos multiples Duncan
permitié observar cuales puntos de la curva saretites entre si por efecto del tratamiento,

mediantes diferentes letras a, b, ¢, d y e (Figd)a

En el caso dd.isteria monocytogenese observé una inactivacion en las fases de
crecimiento de 0,3 ciclos log en la latencia, efake exponencial 0,5 ciclos log y en la fase

logaritmica y 0,39-0,4 ciclos log en la fase estaafia (Anexo figura 21).
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Figura 15. Niveles de inactivacion microbiana por pulsos ae én tres fase de crecimiento
para un cultivo deéisteria monocytogenédediante el analisis de rangos multiples de Duncan,
letras iguales indican que no hay diferencias Bagtivas para p > 0,05. Latencia (L1, L2, y
L3), exponencial (Ex1, E2, y Ex3) y estacionaris{FEs2 y Es3)



De acuerdo a los resultados de andlisis de variaezabtuvo urP de 0,9790 > 0,05.
No existe una diferencia estadisticamente signifi@aentre la media de inactivacion por

efecto del tratamiento. Por lo que la inactiva@arcada fase es similar (Figura 15).

En B. cereusse obtuvo una reduccion de 0,5 ciclos log erase fde latencia, 0,6
ciclos log en la exponencial y 0,2 ciclos log ere¢dacionaria. Se observa nuevamente la
menor inactivacion en la fase estacionaria, miengr@e, la inactivacion en la latencia y

exponencial son muy similares (Anexo figura 22).
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Figura 16. Niveles de inactivacion microbiana por pulsosiwdedn tres fase de crecimiento
para un cultivo dd. cereus. Mediante el andlisis de rangos multiples de Duntztras
iguales indican que no hay diferencias significi¥Y > 0,05). Latencia (L1, L2, y L3),
exponencial (Ex1, E2, y Ex3) y estacionario (Es2 # Es3)



De acuerdo a los resultados de andlisis de variaezabtuvo urP de 0,0000 < 0,05,
determinando que existe una diferencia estadistintensignificativa entre la media de
inactivacion por efecto del tratamiento. Posteriemte, la prueba de rangos mdultiples
Duncan permitié observar cuales puntos de la cesovadiferentes entre si por efecto del

tratamiento, mediante diferentes letras a, b, ¢Figura 16).

En este trabajo experimental también se evaluddativacion por PL en la fase de
crecimiento de una levaduré&gccharomyces cerevisjaeen la que se obtuvo una
reduccion logaritmica de 0,3 ciclos log en la lai@n0,2 ciclos log en la exponencial y 0,1

ciclos log en la estacionaria (Figura 23).
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De acuerdo a los resultados de analisis de variategrueba de rangos multiples,
se obtuvo un valoP de 0,0000 < 0,05. Por lo que existe una difereastadisticamente
significativa entre la media de Inactivacion poeatd del tratamiento. Por lo tanto, se
observa una diferencia entre la inactivacion eradade con letras diferentes, a, b y ¢

(Figura 17).

Como se observa en los resultados, para los mgaommos Pseudomona
fluorescens, Salmonellapp, Bacillus cereus y Saccharomyces cerevjsiadste una
diferencia significativa en la inactivacion por o8 de luz por efecto de las fases de
crecimiento, siendo mayor la inactivacion en lafagponencial en todos los casos, luego
latencia y por ultimo estacionaria. Esto pudo habairrido, por lo que sucede en el
momento en que las células estan en cada faseta®itmén, debe recordarse que la
eficiencia de inactivacién se debe a la conceridradel cultivo y a la intensidad del PL,
siendo la fase estacionaria la que tiene mayoridihsie poblacion. Por lo tanto efecto del
tamafio de la poblacién y las fases de crecimienitwoliiano no pueden ser separados
(Gomez-Lopez y col, 2005a). Solo en la cepalLiteria monocytogeneso hay una
diferencia significativa de la inactivacion en fases de crecimiento, sin embargo existe
una mayor inactivacion en la fase exponencial,dusgla fase estacionaria y por ultimo en

la fase de latencia; siendo este el Unico micrausgao con este orden de inactivacion.

Un cultivo en fase de latencia tiene una menoridadsde poblacion, por lo que la
inactivacion en esta fase se debe a que las césias desprotegidas. Sin embargo, en este
trabajo no se alcanzé una inactivacion total esasbd de estos experimentos, esto se debe a

gue las células no estan gastando energia paraetbolismo y la division celular,



pudiendo utilizar su energia para recuperarse. #irpdel momento en que el cultivo
empieza a crecer en la fase exponencial aumenita diensidad de poblacién pero las
células no son capaces de protegerse debido @amnerhbrana celular es mas susceptible,
por lo que es en esta fase donde todos los mia@ommos estudiados resultaron ser mas
susceptibles al tratamiento con pulsos de luz.liFi@ate, los cultivos alcanza su mayor
concentracion en la fase estacionaria, momento leau& hay mayor densidad de
poblacion, por lo que los microorganismos estudigderon mas resistentes al tratamiento
con pulsos de luz en la fase estacionaria, ya g@esera el mismo efecto de atenuacion de
la luz por las células en las capas superioredegiendo a las células de las capas
inferiores. Este efecto que evita una eficaciaseimédctivacion de los microorganismos en
la fase estacionaria también fue explicado por dfed, Curry, Clevenger, Brazos, y col.
(2000). Durante la etapa de crecimiento estacioras células tampoco usan su energia

para la division, por lo que pueden recuperarseocamia fase de latencia.

Los resultados de los experimentos de este prgyeetacuerdo a la susceptibilidad
de los microorganismos a los PL, en la fase estade en orden decreciente es:
Salmonella spp (Gram), Listeria monocytogene¢Grani), Pseudomona fluorescens
(Gram), Bacillus cereus(Grani) y Saccharomyces cerevisiggongo levaduriforme)
Estos resultados concuerdan con los obtenidos Gaopezz y col, 2005b, en el que se
evalud una gran gama de microorganismos obtenieonhm resultados que no hay reglas
claras que se puedan establecer con respectoeadiitidad de los diferentes grupos de
microorganismos investigados. Sin embargo entre rasroorganismos evaluados

Saccharomyces cerevisjaes el mas resistente a PL. Con respedo fluorescensgomo



ya se ha mencionado, produce biopeliculas, lo gueohfiere resistencia en la fase

estacionaria pudiendo alterar el orden de inadtiveentre cada cepa.

Al evaluar la susceptibilidad de los microorganisma los PL en la fase
exponencial, el patrén de susceptibilidad en ondbreciente ef?>seudomona fluorescens
(Grani), Salmonellaspp (Gram), Bacillus cereus(Gram'), Listeria monocytogenes
(Gram’) y Saccharomyces cerevisighongo levaduriforme). Esto concuerda con los

resultados obtenidos por autores como Andersomnh y(2600) y Rowan y col., (1999).

Ellos demostraron que los microorganismos tienéereticias a la susceptibilidad
por PL. Reportaron que en fase estacionaria laet@as Gram+ com®. cereusson mas
resistentes a los efectos de PL que las bactemas-(GcomoSalmonella enteritidisy
Escherichia coli Ademas, en experiment@s vitro reportaron que los hongos son mas
resistentes a este tratamiento que las bacter@saiRy col., 1999). Estos autores sugieren
que la variacion en la sensibilidad a los PL pos loicroorganismos puede estar
relacionada con las diferencias en la composicglolar de las bacterias, asi como sus

mecanismos de proteccidn y reparacion contra el.dafi

La diferencia de sensibilidad en las bacterias ed®e ch la envoltura de la pared
celular de bacterias Gram+, que comprende la meratlwmitoplasmatica y una pared celular
compuesta por una capa gruesa de peptidoglicamoraflea a la anterior. La capa de
peptidoglicano confiere una gran resistencia asdséaterias. A diferencia de las Gram-,
las Gram+ no presentan una segunda membrana #ipédierna a la pared celular y esta

pared es mucho mas gruesa (Mandigan y col., 2006).



Es importante mencionar que la resistencia de ®ados PL puede estar ligada a
la capacidad que tienen de formar esporas y agsuepitacion. Las esporas Aspergillus
niger y Fusarium culmorumhan demostrado ser mas resistentes a los PL cadgsaen
pruebas de bacterias (Anderson y col., 2000). erdo a estos autores, esta resistencia
puede ser atribuida a la presencia de pigmentagasde proteccion en las capas de la
pared que rodea la forma de la espora. Se compyakolos pigmentos dé. niger
absorben fuertemente en el rango de los rayos SM. Earacteristica de absorcion de
radiacion UV, parece desempefiar un papel imporemi mecanismo de defensa de este
tipo de microorganismo contra los efectos nocive$adPL. En contraste con esto, Turtoi y
Nicolau (2007) consideran que fialospores de cadouro producido pok. niger(negro) y
Aspergillus cinnamomeugnarron) podrian absorber mas energia de luz rytgmto, ser

destruidas mas rapidamente a los de PL.

En la presente investigacion no se evalu6 el dafita® células con microscopia
electronica. Sin embargo, podria decirse que lativacion de los microorganismos
evaluados en las diferentes fases de crecimiewotdrjg ser por dafios en las estructuras

celulares. Estos dafios podrian deberse a los efiettdisico, fotoquimico y fototérmico.

El efecto fototérmico en el dafio en las célulagodemicroorganismos evaluados
gueda descartado, ya que en este caso solo sé aplicatamiento de un PL, por lo que no
se observaria una diferencia significativa en ehento de la temperatura en la superficie
del agar que fue inoculado con los microorganisgpnbgego tratado. Esto concuerda con
los experimentos realizados por Krishnamurthy y (#08), en el que evaluaron en la fase

estacionaria los dafios causados por tratamientoBLden células destaphylococcus



aureus,ellos observaron que aunque el efecto térmico jueggapel vital durante un
tiempo prolongado de tratamiento con PL (> 5 segspdes insignificante para los

tratamientos mas cortos, como en el de la pregevgstigacion.

Krishnamurthy y col. (2008), evidenci6 en sus tjabaue el dafio en las células de
Staphylococcus aureupodria deberse a un efecto fotofisico, ya quebalervar con
microscopia electronica se evidencian dafos emksbranas citoplasmaticdsego del
tratamiento con PL. Lo que conlleva a las fuga aeitenido celular y finalmente a la
inactivacion del microorganismo. También, atribuykrs dafios causados al efecto
fotoquimico que tiene los tratamientos por PL s@br&DN de las células microbianas, ya
gue al observar mediante microscopia electronicaorgraron algunas células sin
alteraciones en sus estructuras, pero al ser emigdas y nuevamente sembradas, no hubo
crecimiento, ya que hay formacion de dimeros denfaima en el ADN, lo que impide la
replicacion celular, generando letalidad en lasilaél de Staphylococcus aureud.os
ensayos realizados en los trabajos de Krishnamuwrthgl. (2008), podrian explicar la

inactivacion de los microorganismos en las fasesel@miento en este proyecto.



XI. CONCLUSIONES

La inactivacion por pulsos de luz de un cultivoRdeudomonas fluorescerse ve afectada
por la densidad de poblacion del cultivo. A mayensidad de poblacion menor es el nivel

de destruccidon microbiana

La determinacién de la curva de crecimiento miaobi dePseudomonas fluorescens
Salmonellaspp, Listeria monocytogeneBacillus cereuss Saccharomyces cerevisibajo
las condiciones utilizadas en este estugarmite observar las tres fases de crecimiento

tipicas, la fase de latencia, estacionaria y expaak

El nivel de inactivacion d@seudomonas fluorescer&almonellaspp, Bacillus cereusy
Saccharomyces cerevisiger efecto de pulsos de luz, se ve afectado par fdses de
crecimiento. Estos microorganismos son mas resesteam los pulsos de luz en la fase
estacionaria y mas sensible en la exponencial.e8ibargo, para el caso desteria
monocytogenesl| nivel de inactivacion por los pulsos, no seafectado por las fases de

crecimiento.

La capacidad dBseudomonas fluoresceds formar biopeliculaposiblemente leonfiere
mayor resistenciaal tratamiento con pulsos de luz, en comparacwnSalmonellaspp,

Listeria monocytogeneBacillus cereuy Saccharomyces cerevisiae



En la fase estacionaria y exponencial, hay un oddemactivacion de microorganismos
gue concuerda con otras investigaciones, siendob&aderias Gram-positivas como
Bacillus cereus y Listeria monocytogenass resistentes a los pulsos de luz que las
bacterias Gram- negativas comd?seudomona fluorescensLos hongos como
Saccharomyces cerevisi@eongo levaduriforme), son mas resistentes a lésopude luz

gue las bacterias.



Xll.  RECOMENDACIONES

Al realizar los futuros estudios, se sugiere carsidmas réplicas y evaluar un mayor

grupo de microorganismos.

Evaluar el efecto de los Pulsos de Luz en la dadsig® poblacion en medios sélidos, para

comparar los resultados obtenidos en este proyecto.

Evaluar el efecto de los PL en la densidad de pabiaen alimentos.

Se recomienda realizar un estudio en el que séaehldafno de las células mediante

microscopia electronica.

Evaluar la capacidad de reparacion de los microisgeos luego de un tratamiento con

pulsos de luz.

Realizar un estudio en el que se considere aphicaside pulsos de luz a diferentes

intensidades y tiempos.
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XIV. ANEXOS

1. Gréaficos de resultados
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Figura 18. Diferencias en la densidad de poblacion de urivoulte P. fluorescens antes y
después de un tratamiento por PL.




10

Log (UFC/mL)
(9]

L1

L2

L3

Ex1 Ex2 Ex3

Fases de Crecimiento

Esl

Es2

Es3

m Control

M Tratamiento

Figura 19. Concentracion de un cultivo @seudomonas fluoresceastes y después de un

tratamiento de pulsos de luz en las fases de ciedim Latencia (L1, L2, y L3), exponencial

(Ex1, E2, y Ex3) y estacionario (Esl, Es2 y Es3).
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Figura 20. Concentracion de un cultivo &almonella sppantes y después de un tratamiento
de pulsos de luz en las fases de crecimiento. tiat¢hl, L2, y L3), exponencial (Ex1, E2, y

Ex3) y estacionario (Esl, Es2 y Es3).
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Figura 21. Concentracién de un cultivo ddsteria monocytogeneantes y después de un

tratamiento de pulsos de luz en las fases de cedion Latencia (L1, L2, y L3), exponencial

(Ex1, E2, y Ex3) y estacionario (Esl, Es2 y Es3).
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Figura 22. Concentracion de un cultivo d& cereus antes y después de un tratamiento de
pulsos de luz en las fases de crecimiento. Latgihdial2, y L3), exponencial (Ex1, E2, y

Ex3) y estacionario (Esl, Es2 y Es3)
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Figura 23. Concentracidon de un cultivo @&accharomyces cerevisiaates y después de un
tratamiento de pulsos de luz en las fases de cedion Latencia (L1, L2, y L3), exponencial

(Ex1, E2, y Ex3) y estacionario (Esl, Es2 y Es3)



1.1 Analisis estadistico paraP. fluorenscens

ANOVA Simple - Inactivacion por Tratamiento
Variable dependiente: Inactivacion
Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 27
Nuamero de niveles: 9

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varideaan factor para Inactivacion. Construye variaglpas y graficas
para comparar los valores medios de Inactivacida lpa 9 diferentes niveles de Tratamiento. LapadF en la tabla
ANOVA determinara si hay diferencias significativergre las medias. Silas hay, las Pruebas ded@avdltiples le
diran cudles medias son significativamente dife@®de otras. Si le preocupa la presencia de wadoif@cos, puede
elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual comgasamedianas en lugar de las medias. Las difergnédicas le
ayudaran a juzgar la significancia practica dedssiltados, asi como le permitiran buscar posibt#aciones de los
supuestos subyacentes en el andlisis de varianza.

Tabla ANOVA para Inactivacion por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrad |Gl |Cuadrado Medi Razor-F Valor-P
Entre grupos 1,24997 8 0,156246 9,01 0,0001
Intra grupo 0,31206' 18 [0,01733

Total (Corr.) | 1,56204 26

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Inactia@n dos componentes: un componente entre-grupos y
componente dentro-de-grupos. La razon-F, quetercaso es igual a 9,01228, es el cociente engstiehado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puest@huador-P de la prueba-F es menor que 0,05, edisdaliferencia
estadisticamente significativa entre la media detlaacion entre un nivel de Tratamiento y otra) ca nivel del 95,0%
de confianza. Para determinar cuéles medias goifisativamente diferentes de otras, seleccionelas de Multiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Mltiple Rangos para Inactivacion por Tatamiento

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Tratamient. |Caso: |Medie GruposHomogénec
8 3 0,321835 | X
7 3 0,32323! (X

9 3 0,35649 (X

1 3 0,599675 | X
2 3 0,61571¢ [ X
3 3 0,654214 XX
5 3 0,83102: [ XX
6 3 0,8631 X
4 3 0,87897! X
Contraste |Sig. |Diferencia

1-2 -0,0160442

1-3 -0,054539

1-4 * -0,279303

1-5 -0,231349

1-6 * -0,263424

1-7 * 0,276436

1-8 * 0,2778:¢

1-9 * 0,243178

2-3 -0,038494

2-4 * -0,263259

2-5 -0,21530!

2-6 * -0,24738



2-7 * 0,29248
2-8 * 0,29388:
2-9 * 0,259223
3-4 -0,22476
3-5 -0,17681
3-6 -0,20888!
3-7 * 0,330975
3-8 * 0,332379
3-9 * 0,29771
4-5 0,0479538
4-6 0,015878:
4-7 * 0,555739
4-8 * 0,55714:
4-9 * 0,522481
5-6 -0,032075.
5-7 * 0,507785
5-8 * 0,50918!
5-9 * 0,474527
6-7 * 0,53986:
6-8 * 0,541264
6-9 * 0,50660:
7-8 0,0014036
7-9 -0,0332579
8- -0,034661

9
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparaciditipte para determinar cuales medias son signifiamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la satitestra las diferencias estimadas entre cadiepaedias. El asterisco
gue se encuentra al lado de los 22 pares indicasfos pares muestran diferencias estadisticarsigniécativas con un
nivel del 95,0% de confianza. En la parte supet®la pagina, se han identificado 3 grupos homeaggregun la
alineacion de las X's en columnas. No existerrelifgias estadisticamente significativas entre &mpielveles que
compartan una misma columna de X's. El métodoespl actualmente para discriminar entre las medias
procedimiento de comparacion multiple de Duncaan €ste método hay un riesgo del 5,0% al deciugoeo mas pares
son significativamente diferentes, cuando la difeiereal es igual a 0.
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1.2 Analisis estadistico par&almonella spp.

ANOVA Simple - Inactivacion por Tratamiento
Variable dependiente: Inactivacion

Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 27

Numero de niveles: 9

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varideaan factor para Inactivacion. Construye variaglpas y graficas
para comparar los valores medios de Inactivacida lpa 9 diferentes niveles de Tratamiento. LapadF en la tabla
ANOVA determinara si hay diferencias significativergre las medias. Silas hay, las Pruebas ded@avdltiples le
diran cudles medias son significativamente dife@®de otras. Si le preocupa la presencia de wadoif@cos, puede
elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual comgasamedianas en lugar de las medias. Las difergmédicas le
ayudaréan a juzgar la significancia practica deéssiltados, asi como le permitiran buscar posibtéaciones de los
supuestos subyacentes en el analisis de varianza.

Tabla ANOVA para Inactivacion por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrad |Gl |Cuadrado Medi Razor-F Valor-P
Entre grupos 0,584622 8 0,0730778 6,95 0,0003
Intra grupo 0,18934. 18 [0,010519

Total (Corr.) | 0,773966 26

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Inactia@n dos componentes: un componente entre-grupos y
componente dentro-de-grupos. La razon-F, quetercaso es igual a 6,94716, es el cociente enggtiehado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Pueste@bnaor-P de la prueba-F es menor que 0,05, exisiadiferencia
estadisticamente significativa entre la media detlaacion entre un nivel de Tratamiento y otra) ca nivel del 95,0%
de confianza. Para determinar cuéles medias goifisativamente diferentes de otras, seleccionelas de Multiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Mltiple Rangos para Inactivacion por Tatamiento

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Tratamiento |Casos |Media Grupos Homogéneos
9 3 0,341022 | X

8 3 0,371193 | XX

7 3 0,423707 | XXX
2 3 0,52297 XXXX
1 3 0,556074 XXXX
3 3 0,568334 XXX
6 3 0,710119 XX
5 3 0,743016 X

4 3 0,74854- X
Contraste |Sig. |Diferencia

1-2 0,033104

1-3 -0,0122603

1-4 -0,1924

1-5 -0,186942

1-6 -0,15404!

1-7 0,132367

1-8 0,1848t

1-9 * 0,215052

2-3 -0,045364

2-4 * -0,225575

2-5 * -0,22004

2-6 -0,187149




2-7 0,0992629
2-8 0,151771
2-9 0,181948
3-4 -0,1802:
3-5 -0,174682
3-6 -0,14178!
3-7 0,144627
3-8 * 0,197141
3-9 * 0,22731.
4-5 0,00552833
4-6 0,038425!
4-7 * 0,324837
4-8 * 0,37735:
4-9 * 0,407522
5-6 0,032897.
5-7 * 0,319309
5-8 * 0,37182:
5-9 * 0,401994
6-7 * 0,28641.
6-8 * 0,338925
6-9 * 0,36909°
7-8 0,052513:
7-9 0,0826848
8- 0,030171

9
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparaciditipte para determinar cuales medias son signifiamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la satitestra las diferencias estimadas entre cadiepaedias. El asterisco
gue se encuentra al lado de los 14 pares indicasfos pares muestran diferencias estadisticarsigniécativas con un
nivel del 95,0% de confianza. En la parte supet®la pagina, se han identificado 5 grupos homeaggregun la
alineacion de las X's en columnas. No existerrelifgias estadisticamente significativas entre &mpielveles que
compartan una misma columna de X's. El métodoespl actualmente para discriminar entre las medias
procedimiento de comparacion multiple de Duncaan €ste método hay un riesgo del 5,0% al deciugoeo mas pares
son significativamente diferentes, cuando la difeiereal es igual a 0.
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1.3 Andlisis estadistico pard.isteria monocytogenes

ANOVA Simple - Inactivacion por Tratamiento
Variable dependiente: Inactivacion

Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 27

Numero de niveles: 9

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varideaan factor para Inactivacion. Construye variaglpas y graficas
para comparar los valores medios de Inactivacida lpa 9 diferentes niveles de Tratamiento. LapadF en la tabla
ANOVA determinara si hay diferencias significativergre las medias. Silas hay, las Pruebas ded@avdltiples le
diran cudles medias son significativamente dife@®de otras. Si le preocupa la presencia de wadoif@cos, puede
elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual comgasamedianas en lugar de las medias. Las difergmédicas le
ayudaréan a juzgar la significancia practica deéssiltados, asi como le permitiran buscar posibtéaciones de los
supuestos subyacentes en el analisis de varianza.

Tabla ANOVA para Inactivacion por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrad |Gl |Cuadrado Medi Razor-F Valor-P
Entre grupos 0,0371991 8 0,00464989 0,23 0,9790
Intra grupo 0,35738: 18 [0,019854

Total (Corr.) | 0,39458 26

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Inactia@n dos componentes: un componente entre-grupos y
componente dentro-de-grupos. La razon-F, quetercaso es igual a 0,234198, es el cociente entétimado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Pueste@buaor-P de la razén-F es mayor o igual que hh0%xiste una
diferencia estadisticamente significativa entnaéalia de Inactivacion entre un nivel de Tratamigndtro, con un nivel
del 95,0% de confianza.

Pruebas de Mudltiple Rangos para Inactivacion por Tatamiento

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Tratamientc [Caso: |Medie Grupos Homogéne
3 3 0,330436 | X
2 3 0,36785! [X
1 3 0,385576 | X
7 3 0,39571. (X
8 3 0,398051 | X
9 3 0,43064. [X
4 3 0,440326 | X
6 3 0,44373. [X
5 3 0,444378 | X
Contraste |Sig. |Diferencia

1-2 0,017717

1-3 0,05514

1-4 -0,0547503

1-5 -0,058802

1-6 -0,0581558

1-7 -0,010135

1-8 -0,0124758

1-9 -0,045065

2-3 0,037423

2-4 -0,072467

2-5 -0,0765191

2-6 -0,075872

2-7 -0,0278526

2-8 -0,030192




-0,0627827
-0,1098¢
-0,113942
-0,11329
-0,0652757
-0,067615
-0,100206
-0,00405174
-0,0034054
0,0446147
0,042274
0,00968464
0,00064625
0,0486665
0,046326
0,0137364
0,048020
0,04568
0,013090
-0,00234017
9 -0,034930

9 -0,032589

* indica una diferencia significativa.
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El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparaciditipte para determinar cuales medias son signifiamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la satitlestra las diferencias estimadas entre cadiegaedias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entedquier par de medias, con un nivel del 95,0%afgianza. En la parte
superior de la pagina, se ha identificado un ghgraogéneo, segun la alineacion de las X's en caurito existen
diferencias estadisticamente significativas erfrestios niveles que compartan una misma columréisdeEl método
empleado actualmente para discriminar entre lasased el procedimiento de comparacion multipl®decan. Con
este método hay un riesgo del 5,0% al decir gueoumds pares son significativamente diferenteqyadwiéa diferencia
real esigual a 0.
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1.4 Andlisis estadistico pardacillus cereus

ANOVA Simple - Inactivacion por Tratamiento
Variable dependiente: Inactivacion
Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 27
Numero de niveles: 9

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varideaan factor para Inactivacion. Construye variaglpas y graficas
para comparar los valores medios de Inactivacida jpa 9 diferentes niveles de Tratamiento. LapadF en la tabla
ANOVA determinara si hay diferencias significativasire las medias. Silas hay, las Pruebas dedRangltiples le
diran cudles medias son significativamente dife@®de otras. Si le preocupa la presencia de wadoif@cos, puede
elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual comgasamedianas en lugar de las medias. Las difergmédicas le
ayudaréan a juzgar la significancia practica deéssiltados, asi como le permitiran buscar posibt#aciones de los
supuestos subyacentes en el analisis de varianza.

Tabla ANOVA para Inactivacion por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupc  [0,66910; 8 0,083637 20,3¢ 0,000(
Intra grupos 0,0738813 18 0,00410452

Total (Corr.) | 0,742984 26

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Inactida@n dos componentes: un componente entre-grupos y
componente dentro-de-grupos. La razon-F, quetercaso es igual a 20,377, es el cociente enggtiehado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Pueste@buaor-P de la prueba-F es menor que 0,05, exisiediferencia
estadisticamente significativa entre la media detlmacién entre un nivel de Tratamiento y otra) aa nivel del 95,0%
de confianza. Para determinar cuéles medias goifisativamente diferentes de otras, seleccionefas de Mdltiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Mudltiple Rangos para Inactivacion por Tatamiento

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Tratamientc [Caso: |Medie Grupos Homogéne
7 3 0,260231 | X

8 3 0,28941. (X

9 3 0,29473 X

1 3 0,50248:. | X

2 3 0,529895 | XX
3 3 0,54976! [ XX
6 3 0,622839 XX
4 3 0,669287 X
5 3 0,68177 X
Contraste |Sig. [Diferencia

1-2 -0,0274148

1-3 -0,0472876

1-4 * -0,166806

1-5 * -0,17928!

1-6 * -0,120359

1-7 * 0,24224!

1-8 * 0,213067

1-9 * 0,20775:

2-3 -0,0198727

2-4 * -0,139391

2-5 * -0,15187!

2-6 -0,092944




2-7 * 10,269664
2-8 *_[0,24048;
2-9 *_ [0,235166
3-4 *_ [-0,11951.
3-5 * [-0,132002
3-6 -0,073071
3-7 *_ [0,289537
3-8 *_ [0,260355
3-9 *__[0,25503
4-5 -0,0124833
4-6 0,046447,
4-7 * [0,409055
4-8 *__ [0,37987:
4-9 * [0,374557
5-6 0,058930
5-7 * [0,421539
5-8 *_[0,39235!
5-9 * [0,38704
6-7 *_[0,36260:
6-8 * [0,333426
6-9 *__ [0,3281:
7-8 -0,029182
7-9 -0,0344984
8- -0,0053162

9
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparaciditipte para determinar cuales medias son signifiamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la satitestra las diferencias estimadas entre cadiepaedias. El asterisco
gue se encuentra al lado de los 25 pares indicasfos pares muestran diferencias estadisticarsigniécativas con un
nivel del 95,0% de confianza. En la parte supet®la pagina, se han identificado 4 grupos homeaggeegun la
alineacion de las X's en columnas. No existerrelifgias estadisticamente significativas entre &mpielveles que
compartan una misma columna de X's. El métodoespl actualmente para discriminar entre las medias
procedimiento de comparacion multiple de Duncaan €ste método hay un riesgo del 5,0% al deciugoeo mas pares
son significativamente diferentes, cuando la difeiereal es igual a 0.
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1.5 Andlisis estadistico par&accharomyces cerevisiae

ANOVA Simple - Inactivacion por Tratamiento
Variable dependiente: Inactivacion

Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 27

Numero de niveles: 9

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un analisis de varideaan factor para Inactivacion. Construye variaipas y graficas
para comparar los valores medios de Inactivacida lpa 9 diferentes niveles de Tratamiento. LapadF en la tabla
ANOVA determinara si hay diferencias significativasire las medias. Silas hay, las Pruebas dedRangltiples le
diran cuéles medias son significativamente dife®de otras. Sile preocupa la presencia de wadoiigicos, puede
elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual comgasamedianas en lugar de las medias. Las difergmédicas le
ayudaran a juzgar la significancia practica dedssiltados, asi como le permitiran buscar posibt#aciones de los
supuestos subyacentes en el andlisis de varianza.

Tabla ANOVA para Inactivacion por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrad |Gl |Cuadrado Medi Razor-F Valor-P
Entre grupos | 0,188974 8 0,0236217 25,55 0,0000
Intra grupos 0,0166444 18 0,000924689

Total (Corr.  [0,20561i 26

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Inactida@n dos componentes: un componente entre-grupos y
componente dentro-de-grupos. La razon-F, quetercaso es igual a 25,5456, es el cociente enastiehado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puestebuaor-P de la prueba-F es menor que 0,05, edisiadiferencia
estadisticamente significativa entre la media detlmacién entre un nivel de Tratamiento y otra) aa nivel del 95,0%
de confianza. Para determinar cuéles medias goifisativamente diferentes de otras, seleccionefas de Mdltiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Mltiple Rangos para Inactivacion por Tatamiento

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Tratamiento |Casos |Media Grupos Homogéneos
7 3 0,15513: (X

8 3 0,170355 [ XX
9 3 0,1985¢ XX
1 3 0,207239 | XX
2 3 0,20975!  [XX
3 3 0,217877 | X
6 3 0,36119: X
4 3 0,363036 X
5 3 0,374052 X
Contraste |Sig. [Diferencia

1-2 -0,00252087

1-3 -0,0106381

1-4 * -0,15579

1-5 * -0,166813

1-6 * -0,15395!

1-7 0,0521075

1-8 0,036883:

1-9 0,00865909

2-3 -0,0081172

2-4 * -0,153276

2-5 * -0,164292

2-6 * -0,15143




2-7 0,0546284
2-8 0,039404,
2-9 0,01118
3-4 *_[-0,14515!
3-5 * [-0,156175
3-6 *_ [-0,14331
3-7 *_0,0627456
3-8 0,0475214
3-9 0,019297,
4-5 -0,011016
4-6 0,0018420
4-7 *[0,207905
4-8 *__ [0,1926t
4-9 *[0,164456
5-6 0,01285!
5-7 * [0,218921
5-8 *_[0,20369
5-9 * [0,175472
6-7 *__[0,20606:
6-8 * [0,190838
6-9 *_ [0,16261.
7-8 -0,015224
7-9 -0,0434484
8- -0,028224

9
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparaciditipte para determinar cuales medias son signifiamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la satitestra las diferencias estimadas entre cadiepaedias. El asterisco
gue se encuentra al lado de los 19 pares indicasfos pares muestran diferencias estadisticarsigniécativas con un
nivel del 95,0% de confianza. En la parte supet®la pagina, se han identificado 3 grupos homeaggregun la
alineacion de las X's en columnas. No existerrelifgias estadisticamente significativas entre &mpielveles que
compartan una misma columna de X's. El métodoespl actualmente para discriminar entre las medias
procedimiento de comparacion multiple de Duncaan €ste método hay un riesgo del 5,0% al deciugoeo mas pares
son significativamente diferentes, cuando la difeiereal es igual a 0.
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1.6 Analisis estadistico para Densidad de poblaciaen P. fluorescens

ANOVA Simple - Inactivacion por Tratamiento
Variable dependiente: Inactivacion
Factor: Tratamiento

Numero de observaciones: 12
Nuamero de niveles: 4

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varideaan factor para Inactivacion. Construye variaglpas y graficas
para comparar los valores medios de Inactivacida ljoa 4 diferentes niveles de Tratamiento. LapadF en la tabla
ANOVA determinara si hay diferencias significativergre las medias. Silas hay, las Pruebas ded@avdltiples le
diran cudles medias son significativamente dife@®de otras. Si le preocupa la presencia de wadoif@cos, puede
elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual comgasamedianas en lugar de las medias. Las difergnédicas le
ayudaran a juzgar la significancia practica dedssiltados, asi como le permitiran buscar posibt#aciones de los
supuestos subyacentes en el analisis de varianza.

Tabla ANOVA para Inactivacion por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupc  |1,4144. 3 0,4714¢ 14,72 0,001:
Intra grupos 0,25628 8 0,032035

Total (Corr.  [1,6707. 11

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Inactida@@n dos componentes: un componente entre-grupos y
componente dentro-de-grupos. La razon-F, quetercaso es igual a 14,7176, es el cociente enegtiehado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puest@buador-P de la prueba-F es menor que 0,05, edisdaliferencia
estadisticamente significativa entre la media detlaacion entre un nivel de Tratamiento y otra) ca nivel del 95,0%
de confianza. Para determinar cuéles medias goifisativamente diferentes de otras, seleccionefas de Mdltiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Mltiple Rangos para Inactivacion por Tatamiento

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Tratamiento |Casos |Media Grupos Homogéneos
1 3 0,53716 X
2 3 0,628339 | X
3 3 1,19387 X
4 3 1,32602 X
Contraste |Sig. |Diferencia

1-2 -0,0911785

1-3 * -0,6567:

1-4 * -0,788857

2-3 * -0,56553

2-4 * -0,697678

3- -0,13214

4
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacidltipte para determinar cuales medias son signifiamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la satidiestra las diferencias estimadas entre cadepaedias. El asterisco
gue se encuentra al lado de los 4 pares indicasfos pares muestran diferencias estadisticanignticsitivas con un
nivel del 95,0% de confianza. En la parte supet®la pagina, se han identificado 2 grupos homeageegun la
alineacion de las X's en columnas. No existerrelifgias estadisticamente significativas entre dmpielveles que
compartan una misma columna de X's. El métodoespl actualmente para discriminar entre las medias



procedimiento de comparacion multiple de Duncaan €ste método hay un riesgo del 5,0% al deciugeeo mas pares
son significativamente diferentes, cuando la difeireal es igual a 0.
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