26 Agrociencia Uruguay - Volumen 22 1:26-36 - junio 2018 - ISSN 1510 0839

Métodos fisicos no tradicionales de control microbiolégico aplicables al
proceso de elaboracion de hortalizas de IV Gama

Concepcion Sanchez-Moreno'™, Diana Gonzalez-Pefia’, Clara Colina-Coca', Begofia de Ancos'

!Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricién (ICTAN), Consejo Superior de Investigaciones Cientifi-
cas (CSIC). 28040, Madrid, Espafia. *Correo electronico: csanchezm@ictan.csic.es

Recibido: 2015-10-03 Aceptado: 2017-10-18

Resumen

Las técnicas de control microbioldgico mas frecuentemente utilizadas en el proceso de elaboracion de productos de IV gama
son métodos quimicos como los tratamientos con soluciones acuosas de acido lactico, hipoclorito de sodio, clorito de sodio,
diéxido de cloro estabilizado, acido perioxiacético, peroxido de hidrégeno y ozono. También hay que destacar el envasado
con atmésferas modificadas como método fisico tradicionalmente utilizado para aumentar la vida Util de los vegetales de IV
gama. Sin embargo, la demanda del consumidor actual de reducir el uso de aditivos quimicos en los alimentos ha promovido
que laindustria de vegetales de IV gama investigue nuevos métodos de control microbiol6gico capaces de mantener la
calidad organoléptica y nutricional del vegetal a la vez de inhibir de forma eficiente el crecimiento de microorganismos, tanto
alterantes como patdgenos, en todas las fases de la cadena de produccion. Entre estos nuevos métodos destacan los
métodos fisicos denominados tecnologias no térmicas como radiacién UV-C, luz pulsada, ultrasonido, agua electrolizada,
plasma frio, alta presion hidrostatica y pulsos eléctricos, asi como nuevos métodos de envasado, como los recubrimientos
y peliculas comestibles con antimicrobianos naturales. Por tanto, los avances en el desarrollo de nuevas tecnologias fisicas
de control microbioldgico permitiran la elaboracion de vegetales de IV gama mas seguros, nutritivos, naturales y producidos
por tecnologias sostenibles. Este valor afiadido en los productos ayudara a las empresas que producen vegetales de [V
gama a alcanzar un mayor beneficio econémico.

Palabras clave: tecnologias no térmicas, hortalizas frescas cortadas, seguridad microbioldgica, calidad sensorial, calidad
nutricional

Non-traditional Physical Methods of Microbiological Control for the
Process of Preparation of Fresh Cut Vegetables

Summary

Microbiological control methods most frequently used for the production of fresh-cut vegetables are chemical methods, which
include treatments with water solutions of lactic acid, sodium hypochlorite, chlorine, chlorine dioxide, peroxyacetic acid,
hydrogen peroxide, and ozone. It is also worth noting the use of modified atmosphere packaging as a physical method
traditionally used to increase the shelflife of fresh-cut vegetables. However, current consumer demand to reduce the use of
chemical additives to food has prompted the fresh-cut industry to investigate new methods of microbiological control capable of
maintaining the organoleptic and nutritional quality of the vegetable while efficiently inhibiting the growth of microorganisms, both
spoilage microorganisms and pathogens, in all the phases of the chain of production. These new methods known as non-
thermal technologies include physical methods such as UV-C radiation, pulsed light, ultrasound, electrolyzed water, cold
plasma, high hydrostatic pressure and electrical pulses, as well as new packaging methods, such as edible coatings and films
with natural antimicrobials. Therefore, advances in the development of new physical technologies of microbiological control will
allow the production of safer, nutritious, natural fresh-cut vegetables obtained by sustainable technologies. These added value
products could help fresh-cut vegetables industries to obtain higher economic benefits.

Keywords: non-thermal technologies, fresh-cut vegetables, microbiological safety, organoleptic quality, nutritional quality
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Introduccion

Los productos vegetales de la IV gama, también llama-
dos frescos cortados (fresh-cut) o minimamente procesados,
son productos vegetales acondicionados para su consumo
directo mediante un proceso de varias etapas (seleccion,
lavado del producto entero, pelado, cortado, lavado y desin-
feccion, aclarado, secado, envasado y almacenamiento).
Mantienen sus propiedades naturales y frescas, sin incor-
porar ningun tipo de aditivo ni conservante, y exigen como
requisito imprescindible el mantenimiento de la cadena de
frio para su perfecta conservacion, con una vida Util en torno
alos siete dias. La produccion de hortalizas de [V gamaen
Espafia esta constituida principalmente por ensaladas de
lechugas de una Unica variedad (60 %), mezclas de lechu-
gay otras hortalizas para ensaladas (incluyendo col lom-
barda, zanahoria rallada, candnigos, escarolas, etc.) (17
%), hortalizas de pequefio tamafio y sabor intenso que se
suelen denominar mini o baby (zanahorias, rabanitos, to-
mate cherry, etc.) (12 %), espinaca (7 %), acelga y zana-
horia rallada (3 %), y en menor cantidad (1 %) cebolla,
pimiento, puerro, mezcla para sopas, brotes, apio y brasi-
cas (coles de bruselas, coliflor, brécoli y romanescu). En el
sector HORECA (HOsteleria, REstauracion y CAtering),
los productos mas populares son la patata y la cebolla cor-
tada y esta aumentando la demanda de lechuga (Monje,
2014; Aguerri-Esparza, 2014).

Un producto de IV gama o minimamente procesado se
debe someter a un tratamiento desinfectante con el objetivo
de evitar el riesgo microbioldgico sin alterar las propiedades
quimicas y fisicas del vegetal. Las técnicas de desinfeccion
mas frecuentemente utilizadas hasta ahora en productos de
[V gama son métodos quimicos, entre los que se encuen-
tran las soluciones acuosas de acido lactico, hipoclorito de
sodio, clorito de sodio, dioxido de cloro estabilizado, &cido
perioxiacético, perdxido de hidrégeno y ozono. La desinfec-
cién con cloro (hipoclorito) a concentraciones entre 50-200
ppm (mg CI/L) con tiempos de inmersion inferiores a cinco
minutos es el tratamiento més utilizado en la industria de las
hortalizas de IV gama por su eficacia en la reduccién de la
carga microbiana (Ramos et al., 2013). El cloro y sus deri-
vados actuan mediante mecanismos de oxidacion destru-
yendo la pared celular y finalmente la célula de los microor-
ganismos. También pueden actuar sobre la materia organi-
ca presente en el agua de lavado produciendo vapores de
cloro que pueden formar subproductos como los trinalome-
tanos, &cido haloacético, halocetonas, y cloropicrina. Hay
que indicar que el dioxido de cloro (CIO,) se esta utilizando
como un alternativa al hipoclorito ya que puede ser utilizado

en concentraciones de hasta 3 ppm, es 2,5 veces mas
oxidante que el cloro y ademas no participa en las reaccio-
nes de cloracion que dan lugar a los subproductos nocivos.
Si bien no estad demostrada la presencia de estos subpro-
ductos clorados nocivos en los productos de IV gama, en
los ultimos afios ha aumentado significativamente la sensi-
bilidad hacia estos subproductos clorados, porlo que en
algunos paises como Alemania, Holanda o Suiza se ha
prohibido el uso de hipoclorito en la industria de vegetales de
IV gama (Ramos etal., 2013).

Por tanto, para evitar o reducir los posibles efectos ad-
versos de estos agentes quimicos, la industria de los pro-
ductos de IV gama ha visto la necesidad de investigar otros
métodos de control microbioldgico, entre los que destacan
los métodos fisicos como radiacion UVC, luz pulsada, ultra-
sonido, agua electrolizada, plasma frio, alta presién hidros-
tatica y pulsos eléctricos, asi como nuevos métodos de
envasado, como los recubrimientos y peliculas comestibles
con antimicrobianos naturales (Rojas-Grai, Soliva-Fortuny
y Martin-Belloso, 2009; Martin-Belloso y Soliva-Fortuny,
2011; Ramos etal., 2013).

Luz UV y luz pulsada

Laluz ultravioleta (UV) es una radiacion no ionizante con
una longitud de onda de 100 a 400 nm, que se clasificaen
tres tipos: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) y UVC
(200-280 nm). La radiacion UVC tiene su maximo pico de
emision a 254 nm donde presenta su mayor accion germi-
ciday ha sido estudiada en distintos tejidos vegetales (Artés
yAllende, 2005).

La radiacion UVC con ldmparas germicidas (254 nm)
se emplea principalmente como agente higienizante del agua
y del aire, si bien también se esta estudiando su aplicacion
directa sobre las hortalizas. Su efectividad depende de
muchos factores, como la dosis administrada, la fuente de
luz, la especie y el cultivar, entre otros (Rivera-Pastrana et
al., 2007). De forma general, a dosis bajas (2 kd/m?) y
cortos tiempos de exposicion ha demostrado ser efectiva
en la reduccion de la carga microbiana de algunas hortali-
zas. Puesto que su capacidad de penetracidn es muy baja,
solo es efectiva en la superficie expuesta, requiriéndose su
aplicacion en un plano superior y otro inferior y en productos
con formatos de poco espesor. Se ha estudiado el efecto de
la radiacion UVC sobre lechuga, tomate y zanahoria, de-
mostrando su efectividad en la inactivacion de microorga-
nismos a dosis altas (7 kd/m?), siendo mas efectiva sobre
el tomate, que presenta una superficie lisa, que sobre la
lechugay la zanahoria, que presentaban una superficie mas
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porosa y rugosa. Sin embargo, se produjeron cambios
indeseables en el color de los productos, como un pardea-
miento en la lechuga (Bermudez-Aguirre y Barbosa-Cano-
vas, 2013). La radiacién UVC en lechuga fresca cortada
demostr6 una reduccion significativa de la poblacion de
Escherichia coli, Listeria innocua, Salmonella enteritidis y
Staphylococcus aureus (1,75;1,27; 1,39y 1,21 log CFU/g,
respectivamente) (Birmpa, Sfika y Vantarakis, 2013). Es
interesante larespuesta de defensa de los vegetalesinducida
por la UVC ya que se incrementa la sintesis de compuestos
fenolicos, antioxidantes y antisenescentes en numerosos
vegetales como la zanahoria (Surjadinata, Jacobo-Velaz-
quez y Cisneros-Zevallos, 2017). Resultados similares se
han observado en otros productos como manzanas Royal
Gala donde la aplicacion de luz UVB y luz visible dio lugar a
un aumento significativo de antocianinas y glicosidos de
quercetina en la piel (Reay y Lancaster, 2001). Por tanto, el
tratamiento de UVC puede considerarse como una herra-
mienta complementaria a la refrigeracion y al envasado
para preservar la calidad organoléptica y nutricional, y au-
mentar la comercializacion de hortalizas de IV gama o mi-
nimamente procesadas. Generalmente la radiacion UVC
se ha aplicado en combinacion con otras tecnologias como
0zono para mejorar la capacidad bactericida del agua de
lavado de las hortalizas (Selma et al., 2008).

La luz pulsada o pulsos de luz intensa consiste en la
aplicacion de destellos luminicos de corta duracion y
amplio espectro para la descontaminacion superficial de
los alimentos. Se han propuesto tres posibles mecanis-
mos de accién: fotoquimico, fototérmico y fotofisico (Ra-
mos-Villarroel, Martin-Belloso y Soliva-Fortuny, 2013).
Segun la Food and Drug Administration (FDA), los tra-
tamientos no deben exceder los 12 J/cm? con una emisién
espectral entre 180-1100 nm, desde la regidn ultravioleta
aladel infrarrojo cercano, y una duracion del pulso no
superior a 2 ms; con la finalidad de asegurar la descon-
taminacién microbioldgica sobre la superficie de cual-
quier alimento o material de envasado (EImnasser et al.,
2007). Los factores criticos del tratamiento con luz pul-
sada sobre la inactivacién microbiana son la fluencia
(energia emitida desde la ldmpara que incide en la mues-
tra por unidad de superficie) y factores relacionados (dis-
tancia desde la fuente de luz ala muestra, naturaleza 'y
grado de limpidez de la via de propagacion, espesor,
transparencia y color de la muestra, longitud de onda,
duracion, y numero de pulsos). Ademas, también influ-
yen la topografia del alimento y la densidad microbiana 'y
los productos metabolicos de los microorganismos, asi

como el color y composicion del alimento y el tipo de
microorganismo (Oms-Oliu, Martin-Belloso y Soliva-
Fortuny, 2010).

Son pocos los estudios realizados sobre el efecto de luz
pulsada en frutas y hortalizas. Gomez-Lopez et al. (2005)
mostraron entre 0,56 y 2,04 reducciones logaritmicas en
los recuentos de microorganismos aerobios mesofilos al
tratar espinacas, apio, lechuga, repollo blanco, zanahorias,
pimienta verde y brotes de soja con 7 J por ambos lados.
Kaack y Lyager (2007) realizaron un estudio con zanaho-
rias cortadas inoculadas con Saccharomyces cerevisiae
que posteriormente fueron lavadas usando agua destilada y
0,9 % (p/p) de cloruro de sodio (NaCl) en combinacién con
pulsos de luz, concluyendo que esta combinacion de trata-
mientos puede reducir la carga de levaduras cerca de seis
ciclos logaritmicos utilizando tratamientos con una fluencia
acumulada de 16,8 Jicm?. Estos autores sefialaron que
existen diversos mecanismos que permiten a los microor-
ganismos (bacterias, mohos y levaduras) fijarse al alimen-
to. Un estudio reciente realizado por Ramos-Villarroel et al.
(2012) demostré mediante microscopia electrénica de trans-
mision dafios significativos en el citoplasma celular con cam-
bios en la membrana citoplasmatica de las células de E.
coliy L. innocua inoculadas en champifiones frescos cor-
tados expuestos a tratamientos de 12 J/cm?. Estos autores
observaron que las microfotografias obtenidas corrobora-
ron los resultados de inactivacion.

En cuanto a los cambios fisico-quimicos ocurridos des-
pués de los tratamientos por luz pulsada en frutas y hortali-
zas, también existen pocos trabajos. En este sentido, Dunn
etal. (1989) sefialaron que la aplicacion de 2-5 pulsos de
luz con una fluencia de 3 J/cm? permitié una mejor conser-
vacion del color de rodajas de patata después de un al-
macenamiento prolongado, mientras que las muestras
no tratadas rapidamente comenzaron a pardearse. Estos
autores sefialaron que los pulsos de luz también pueden
incrementar la tasa respiratoria de las hortalizas. Por otro
lado, Hoornstra, De jong y Notermans (2002) no encontra-
ron efectos adversos en la calidad sensorial de distintas
hortalizas tratadas con tres pulsos y almacenadasa 7y 10
°C durante siete dias, con la excepcion de la lechuga ice-
berg, la cual mostré signos de decoloracion después de 48
h a temperatura de 20 °C. Por el contrario, Gomez-Lopez et
al. (2005) observaron pérdidas en la calidad sensorial de
las lechugas y repollos minimamente procesados tratados
con luz pulsada, detectandose mal olor y sabor, textura
humeda y gomosa, pardeamiento en la superficie de las
hojas y marchitamiento.
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Ultrasonido

El ultrasonido son ondas mecanicas de vibracion de
una frecuencia superior a 20 kHz, inaudibles para el ser
humano, y que pueden ser de dos tipos: tratamientos con
ultrasonido de baja intensidad (< 1W / cm?), que utilizan
frecuencias entre 0,1-20 MHz, y tratamientos de ultrasoni-
do de alta intensidad (10-1000 W/cm?), con frecuencias
<0,1 MHz. El tratamiento con ultrasonido de alta intensidad
utiliza frecuencias entre 20 y 100 kHz y se emplea como
tratamiento antimicrobiano en el procesado de los alimen-
tos. La aplicacién de las ondas ultrasdnicas en un medio
liquido produce cambios de presién (comprension y ex-
pansion) que dan lugar a la cavitacion, fendmeno fisico que
consiste en laformacion y ruptura de burbujas de aire mi-
croscopicas que tiene un efecto destructivo sobre las célu-
las de los microorganismos presentes en el medio sonica-
do (S&o Jose etal., 2014).

El tratamiento de ultrasonido se suele combinar con ca-
lor (termosonicacion), con presion (manosonicacion), con
presion y calor (manotermosonicacion), con derivados de
cloro, acidos organicos o antimicrobianos naturales (vaini-
llina, citral, etc.), con el fin de incrementar su efectividad en
la inactivacion microbiolégica y enzimatica, especialmente
con enzimas resistentes al calor (Alexandre et al., 2011;
Bilek y Turantag, 2013).

La mayoria de los tratamientos por ultrasonidos se rea-
lizan con los vegetales (enteros o cortados) sumergidos en
agua, sola o con aditivos, produciendo la descontaminacion
en las superficies de dichos vegetales (Birmpa, Sfika y
Vantarakis, 2013; Sao José et al., 2014). Varios estudios
sobre la aplicacion de ultrasonidos de alta intensidad (20-45
kHz) y tiempos de tratamiento entre 1-10 min sobre lechu-
ga, espinaca, zanahorias, trufas, y tomates, consiguiendo
una reduccion microbiologica entre 0,5y 1,98 log CFU/g,
segun la hortaliza (Bilek y Turantag, 2013). Birmpa, Sfika y
Vantarakis (2013) encontraron reducciones de E. coli'y
S. enteritidis de mas de 2 log CFU/g en lechugas de IV
gama, ademas de mantener el aspecto general, firmeza y
color después de una exposicion maxima de 45 min. La
aplicacion combinada de ultrasonidos (10 W/L, 32-40 kHz,
10 min) con agua clorada (25 ppm cloro libre) mostré un
mayor efecto descontaminante frente a distintos patégenos
(S. typhimurium, E. coliy L. monocytogenes) inoculados
en distintas hortalizas que cuando se aplican sélo los ultra-
sonidos (Seymour et al., 2002). Esto es debido a que la
accion bactericida del ultrasonido obtenida gracias al feno-
meno de la cavitacidn hizo a los patégenos mas suscepti-

bles a la accion de agentes quimicos como el cloro. Tam-
bién se han estudiado aplicaciones de ultrasonidos en com-
binacidn con ozono y radiacion UVC (Alexandre, Brand&o
y Silva, 2013), acidos organicos (Sagong etal., 2011), dioxi-
do de cloro (Huang et al., 2006), peroxido de hidrogeno y
acido peracético (Sao José y Vanetti (2012), hipoclorito s6-
dico, peroxido de hidrégeno y etanol (Rivera etal., 2011), y
cloruro sodico acidificado (Zhou, Feng y Luo, 2009).

Alta Presion Hidrostatica (APH)

La alta presion hidrostatica es una de las tecnologias
emergentes de procesado de alimentos con un mayor po-
tencial de aplicacion (Heinz y Buckow, 2010). La tecnologia
consiste en la aplicacion de elevados niveles de presion
hidrostatica (100-1000 MPa) de forma continua durante tiem-
pos relativamente cortos (de segundos a pocos minutos)
en refrigeracion, temperatura ambiente o combinada con
tratamientos térmicos suaves (< 50 °C). El efecto de laAPH
sobre los alimentos es casi instantaneo y uniforme, ade-
mas de ser independiente de la forma y tamafio del producto.
El procesado por APH inactiva ciertas enzimas y microor-
ganismos, incluso aquellos patégenos de alto riesgo para
los consumidores, constituyendo una garantia de seguri-
dad, y prolongando la vida util de los alimentos (Georget et
al., 2015). La elevada difusion de esta tecnologia compara-
da con otras tecnologias no térmicas se debe a que tiene la
caracteristica de alterar de forma minima las propiedades
nutricionales y sensoriales de los alimentos en compara-
cion con el efecto de las tecnologias térmicas, por lo que
consigue seguridad microbioldgica manteniendo la calidad
y frescura de los alimentos sin necesidad de utilizar conser-
vantes quimicos o elevadas temperaturas (Oey et al., 2008;
Sanchez-Moreno et al., 2009).

La principal aplicacion de la APH en el procesado de
alimentos vegetales se ha centrado en alimentos liqui-
dos, como «smoothiesy, bebidas mixtas de leche y fruta,
zumos de frutas y vegetales, purés de frutas y vegetales
y sopas de vegetales (Cilla et al., 2012; Keenan et al.,
2012; Espina etal., 2013; Hernandez-Carrién et al., 2014;
Chenetal., 2015). Sin embargo, su uso en frutas y hor-
talizas cortadas es mas limitado, ya que los tratamientos
por APH pueden producir cambios en la microestructu-
ray pérdida de la integridad celular de los productos y en
consecuencia cambios en la firmeza de los mismos.
Estos cambios se deben a los procesos de compresién
y expansion que tienen lugar durante el proceso de pre-
surizacion que pueden causar la ruptura de los tejidos
vegetales (Rico et al., 2007).
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Entre los escasos estudios relacionados con la aplica-
cion de laAPH en hortalizas de IV gama, podemos citar el
trabajo llevado a cabo por Wendakoon et al. (2010), que
evaluaron el efecto de diferentes tratamientos de APH (300-
700 MPa durante 10 min) sobre la inactivacion de varios
microorganismos  la calidad organoléptica de productos
de zanahoria, pepino y lechuga frescos cortados. Estos
tratamientos de APH de 400 MPa produjeron una reduc-
cionde 1,6 a 2,6 log CFU de bacterias, y de 3,5a5,3 log
CFU de hongos en estas tres hortalizas frescas cortadas.
Sin embargo, las zanahorias y los pepinos mostraron un
ablandamiento y la lechuga un pardeamiento después de
los tratamientos por APH. Por tanto, los tratamientos de
APH fueron efectivos para la inactivacién microbioldgica
pero causaron un deterioro de la calidad sensorial de estas
hortalizas frescas cortadas.

Clariana et al. (2011) estudiaron el efecto combinado de
tratamientos de APH y tratamientos térmicos (200, 400 y
600 MPa, 20 y 40 °C) sobre las propiedades sensoriales y
nutricionales del nabo (Brassica napus). Ademas compa-
raron estos tratamientos de APH con un tratamiento térmico
(90 °C / 3 min). Todos los tratamientos dieron lugar a la
pérdida de la textura y de la capacidad de retencién de
agua, produciéndose el mayor ablandamiento con el trata-
miento a 400 MPa, mientras que el tratamiento a 600 MPa
fue el que mejor preservo estas propiedades de textura, asi
como la capacidad antioxidante.

Un estudio de Zhou et al. (2014) evalud los cambios
microbioldgicos y fisico-quimicos de calabaza tratada por
APH (450 MPa / 15 min y 550 MPa / 10 min) y tratada
térmicamente (85 °C /5 min) durante la conservacion refri-
geradaa4 °C. El tratamiento de 550 MPa/ 10 min fue el que
mostrd una mejor retencion de color, vitamina C y actividad
antioxidante. Durante la conservacién a 4 °C los dos trata-
mientos de APH (550 MPa/ 10 min, 450 MPa / 15 min) y
el tratamiento térmico (85 °C /5 min) garantizaron la segu-
ridad microbioldgica durante 60, 45y 30 dias, respectiva-
mente. Sin embargo, el contenido de vitamina C, fenoles
totales, firmeza, y actividad antioxidante disminuy6 en todas
las muestras tratadas, aunque, en general, las muestras
tratadas por APH mantuvieron mejor el nivel de compues-
tos bioactivos que las tratadas térmicamente.

Como resumen, se podria decir que el principal reto
para la aplicacion de la APH en el procesado de hortalizas
de IV gama es la seleccion apropiada de las variables del
proceso o la combinacion con otras tecnologias para evitar
los efectos indeseables sobre la estructura celular de estas
hortalizas que dan como resultado una disminucién de la

firmeza del producto, por lo que hasta el momento el trata-
miento por APH no se considera un proceso Util para el
tratamiento de vegetales enteros o cortados frescos de [V
gama.

Pulsos eléctricos

Los pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV) son una
tecnologia no térmica para el procesado de alimentos en la
cual se coloca un alimento fluido o semifluido (inmerso en
un medio conductor como el agua) entre dos electrodos por
periodos cortos de tiempo (menos de un segundo, 1-10
s), aplicando un determinado numero de pulsos de alto
voltaje (20 a 80 kV / cm), produciendo una inactivacion
microbioldgica y enzimatica, manteniendo las caracteristi-
cas de color, sabor, textura y valor nutricional de los alimen-
tos frescos, y alargando su vida util (Morales de la Pefia,
Elez-Martinez y Martin-Belloso, 2011). La eficacia del trata-
miento depende de los parametros del tratamiento (intensidad,
forma y nimero de pulsos, temperatura, tipo de camara de
tratamiento, etc.), de las caracteristicas intrinsecas del mi-
croorganismo 0 enzima, y de las caracteristicas fisicas y
quimicas del alimento (Elez-Martinez et al., 2007; Saldafia
etal., 2014). El mecanismo de inactivacion microbiologica
de los PEAV se basa en el fenémeno de la electroporacion,
por el cual la membrana celular de los microorganismos
sufre la formacion de poros que tiene como resultado la
muerte celular. Los tratamientos PEAV se llevana cabo a
temperatura ambiente, o combinados con tratamientos
térmicos suaves (< 60 °C). Para incrementar el efecto an-
timicrobiano de los PEAV es necesario que los alimentos
liquidos o semi-liquidos presenten una baja conductividad
eléctrica, un tamafio de particula pequefio (< 20 mm), y que
no formen burbujas de aire. Entre los estudios en alimentos
liquidos o semi-liquidos destacan los llevados a cabo en
leche (Sharma et al., 2014), yogurt (Gomes da Cruz et al.,
2010), zumos de frutas y otros vegetales (Sanchez-More-
no et al., 2005; Buckow, Ng y Toepfl, 2013; Odriozola-Se-
rrano etal., 2009, 2013), sopas (Vega-Mercado et al., 1996;
Sanchez-Moreno et al., 2009), huevo liquido (Espinaetal.,
2014) y vino (Puértolas etal., 2010).

Sin embargo, la aplicacion de PEAV (20-80 kV / cm) en
alimentos solidos con el fin de reducir o eliminar la carga
microbiolégica de los mismos es précticamente inexistente
debido ala dificultad que tiene el disefio de las camaras de
tratamiento para trabajar en estas condiciones. Las princi-
pales aplicaciones de los pulsos eléctricos en alimentos
sélidos se realizan en condiciones de bajo voltaje o baja
intensidad (0,7-3 kV /cm). Asi, lo pulsos eléctricos de bajo
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voltaje se han utilizado en vegetales enteros como pretrata-
miento para mejorar procesos de extraccién (zumos de
frutas, compuestos bioactivos, aceite de oliva), deshidrata-
cion osmética (pimientos) o secado (zanahoria, patata, pi-
miento) (Janositz, Noack y Knorr, 2011; Maskooki y Es-
htiaghi, 2012; Barba et al., 2015).

Los estudios sobre la utilizacion de los pulsos eléctricos
de bajo voltaje (0,7-3 kV / cm) como método de desinfec-
cién o higienizacion de productos de la IV gama son escasos
(Goyal y Siddiqui, 2014; Shayanfar et al., 2014). Shayanfar
etal. (2014) mostraron que el efecto de un tratamiento por
pulsos eléctricos (1,5kV /cm, 100 pulsos, 4 Hz) fue efecti-
vo para la higienizacion de manzana fresca cortada, pre-
servando mejor el color y la textura que un tratamiento por
APH (600 MPa / 2 min).

Los pulsos eléctricos de baja voltaje (0,7-3 kV / cm)
sobre vegetales enteros se estan utilizando para incremen-
tar sus caracteristicas antioxidantes debido al aumento de la
sintesis de compuestos bioactivos como los compuestos
fendlicos como respuesta al estrés abidtico que produce el
tratamiento. Asi, seleccionando las condiciones del trata-
miento por pulsos eléctricos (0,4 kV / cm) y el tiempo y
temperatura de conservacion en refrigeracion (12 h a 4 °C)
adecuados se consigue incrementar un 58 % la concentra-
cién de flavonoides en manzana entera (Soliva-Fortuny et
al., 2017). También se ha descrito que el tratamiento por
pulsos eléctricos de bajo voltaje (2 kV / ¢cm) combinado con
un aditivo desinfectante (60 ppm de &cido peracético) puede
ser Util no sélo para incrementar la concentracion de com-
puestos bioactivos (10 % antocianianas y 25 % fenoles
totales) en arandanos, sino también para producir reduc-
ciones significativas de la microbiota nativa (2 log/g) y de
patdgenos inoculados como Escherichia coli y Listeria
innocua (3 log/g) (Jin, Yu'y Gurtler, 2017).

Plasma frio

El plasma es un gas ionizado que se genera por la
aplicacién de un campo eléctrico o electromagnético a un
gas (aire, oxigeno, nitrégeno, argon, helio) donde los elec-
trones colisionan con las moléculas o atomos del gas pro-
duciendo su ionizacidn. Ademas, los electrones producen
disociacion molecular dando lugar a atomos y radicales
libres. Por tanto, el plasma esta compuesto por moléculas y
atomos en estado o no de excitacion, iones positivos y ne-
gativos, radicales libres, electrones, radiacién UV, etc. Ade-
mas, cuando el gas es oxigeno y nitrégeno, también se
forman especies reactivas de oxigeno y nitrégeno como
0zono, superdxido, radicales hidroxilo, oxigeno singlete,

oxigeno atoémico, oxido nitrico, didxido de nitrégeno, etc.
Todas estas especies presentan capacidad para inactivar
una amplia gama de microorganismos como bacterias,
mohos, levaduras, esporas e incluso virus (Ehlbeck et al.,
2011; Alkawareek et al., 2014). El potencial del plasma frio
para inactivar microorganismos de la superficie de los
vegetales (rugosidad y porosidad) (Niemira, 2012) depen-
deré de las condiciones de tratamiento y del tipo de gas
utilizado para generar el plasma (Baier et al., 2014). Se
puede concluir que el grado de inactivacion microbiana au-
menta con la energia aportada, el contenido en humedad y
la velocidad de flujo del gas empleado, asi como con la
presencia de oxigeno en el gas 0 mezcla de gases usados
(Bermudez-Aguirre etal., 2013).

Ademas del efecto antimicrobiano del plasma frio tam-
bién se ha estudiado el efecto de estos tratamientos sobre
distintos parametros relacionados con la calidad del pro-
ducto tratado. En este sentido, Wang et al. (2012) evaluaron
el efecto de la aplicacion de plasma atmosférico frio sobre
rodajas de pepino, zanahoria y pera con Salmonella inocu-
lada. Los autores mostraron que tratamientos de 2 min pro-
dujeron una inactivacién cercana al 90 % en las rodajas de
zanahoria, y del 80 % en las rodajas de pepino y pera. El
contenido de agua, los parametros relacionados con el co-
lor, y el contenido de vitamina C se afectaron minimamente,
considerando los cambios aceptables.

Baier et al. (2014) evaluaron el efecto antimicrobiano del
plasma de argén (10 kV, 20 kHz, 30 s-60 s) en ensalada de
maiz, manzana, pepino y tomate inoculada con E. coli,
alcanzando una reduccién de 3 log CFU. La reduccién efi-
ciente de bacterias vegetativas parecié estar limitada a los
20-30 s iniciales del tratamiento. Ademas estos tratamientos
cortos también produjeron una mejor retencion de la calidad
sensorial, y una mejora del status microbiolégico del pro-
ducto.

En otro estudio, Fernandez, Noriega y Thompson (2013)
utilizaron nitrégeno para generar el plasma frio con el fin de
inactivar Salmonella typhimurium en diferentes productos
frescos. Los resultados mostraron una reduccion bacteria-
na muy significativade 2,72, 1,76,y 0,94 log CFU en lechu-
ga, fresas y patata, respectivamente después de 15 min.
Resultados muy similares a estos fueron obtenidos para
inactivar E. coli en lechuga, tomates y zanahorias expues-
tos a un plasma atmosférico frio obtenido a partir de argén
(3,95kV-12,83 kV, 60 Hz, 30 s-10 min), produciéndose una
reduccion de 1,6 log CFU después del tratamiento de ma-
yor voltaje y de mas duracién (10 min), en lechuga y toma-
te (Bermudez-Aguirre et al., 2013). En este estudio se
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obtuvieron mejores resultados de inactivacion en el tomate,
seguido de lalechuga, y de la zanahoria, probablemente
debido a las diferencias de la superficie de los diferentes
vegetales. En cuanto a los parametros de color, no mostra-
ron cambios significativos después del procesado.

Baier et al. (2015) evaluaron el efecto directo del plasma
frio obtenido con aire sobre manzanas, pepinos, tomates y
zanahorias enteras dentro de una camara de exposicion,
con un tiempo de tratamiento de hasta 10 min, sobre micro-
organismos nativos e inoculados. Después de 5 min de
aplicacion del plasma frio, el recuento de microorganismos
aerobios mesdfilos totales se redujo 3,4 £0,4;1,2+0,5; 5,2
10,5y 3,3+ 0,5log CFU en manzanas, pepinos, zanaho-
rias, y tomates, respectivamente. Después de 10 min de
tratamiento, se produjo una reduccion de E. coliinoculada
de4,6+2,0y6,0+0,8log CFU en manzanas y zanaho-
rias, respectivamente. Los tomates y las zanahorias mos-
traron cambios significativos en el color, y los pepinos cam-
bios en los parametros relacionados con la eficiencia foto-
sintética, medidos a través de las imagenes de fluorescen-
cia de la clorofila. Por tanto, el tratamiento con el plasma frio
fue adecuado para las manzanas, que se vieron minima-
mente afectadas, y menos para zanahorias, ya que, si bien
se consiguié una inactivacion microbiologica elevada, el
tratamiento produjo efectos indeseables en la superficie.

Por otro lado, una aplicacién muy importante del plas-
ma frio en la elaboracion de productos frescos cortados
es su utilizacién en productos previamente envasados
(Pankaj et al., 2014). En este sentido, se ha comproba-
do que la aplicacion del plasma frio en tomates cherry
(Misra et al., 2014a) y fresas (Misra et al., 2014b) dio
lugar a una reduccién importante de su carga microbia-
na. Ademas, este ha sido el objetivo de un proyecto del
Séptimo Programa Marco de la Unién Europea denomi-
nado «Ultilizacion de plasma frio para descontaminar fru-
tas y hortalizas cortadas» (SAFE-BAG) (2011-2014).
En el marco de este proyecto se ha construido un proto-
tipo a escala de planta piloto basado en la utilizacion de
plasma frio para la descontaminacion de frutas y hortali-
zas frescas envasadas en bolsas que ya esta prepara-
do para su validacién a nivel industrial.

Recubrimientos y peliculas comestibles

Los recubrimientos y las peliculas comestibles son una
herramienta Util para mejorar la calidad de los alimentos
vegetales minimamente procesados, debido a que forman
una barrera semipermeable que reduce la pérdida de agua
y de solutos, controlan el intercambio gaseoso, incluida la

velocidad de respiracion (O,y CO,) y la emision de etileno,
y disminuyen el riesgo de contaminacion microbioldgica,
los desordenes fisioldgicos, los cambios bioquimicos rela-
cionados con reacciones oxidativas (pardeamiento enzi-
matico) y la pérdida de firmeza (Tapia et al., 2008; Vargas
etal., 2008; Rojas-Gradl, Soliva-Fortuny y Martin-Belloso ,
2009; Oms-Oliu etal., 2010; Valencia-Chamorro et al., 2011;
Dahall, 2013).

Un recubrimiento comestible se define como el revesti-
miento de un producto vegetal con una o varias capas finas
de material polimérico natural y comestible, mientras que
la pelicula comestible es también una capa (o varias) fina
de material polimérico comestible pero que es primero
preformada y después colocada sobre el alimento o entre
componentes del mismo (Valencia-Chamorro etal., 2011).

Los recubrimientos y las peliculas comestibles son
biopolimeros que se pueden agrupar en tres categorias
(Dahall, 2013): 1) hidrocoloides, que estan constituidos
por polisacaridos (derivados de celulosa, almidén, quito-
sano, alginatos, carragenanos, gelanos, pectinas de fruta)
y proteinas de origen animal (gelatinas, caseinas y albumi-
nas o proteinas de suero de leche) o de origen vegetal
(soja, zeina de maiz); 2) lipidos, generalmente son ceras
(carnauba, abeja), acidos grasos y monoglicéridos; en
vegetales minimamente procesados, los lipidos se combi-
nan con hidrocoloides capaces de formar peliculas; 3)
composites 0 compuestos, son formulaciones mixtas de
hidrocoloides y lipidos.

Los recubrimientos con derivados de celulosa se
han utilizado en numerosos vegetales frescos cortados
como manzana, patata (Baldwin et al., 1996; Pérez-
Gago etal., 2005) y brécoli (Moreira et al., 2011), entre
otros productos. También se han utilizado recubrimien-
tos con almidon de distinto origen (tapioca, patata, etc.)
con hortalizas minimamente procesadas como zana-
horia (Lai, Cheny Lai, 2013) o brocoli (Moreira et al.,
2011). Recubrimientos y peliculas comestibles de qui-
tosano se han utilizado para aumentar la vida util de
zanahoria en tiras (Simoes et al., 2009) o calabaza (Pon-
ce etal., 2008). Por otro lado, se han utilizado recubri-
mientos combinados de quitosano con pectinas, recu-
brimientos de carragenanos, alginatos y gelanos en dis-
tintas frutas cortadas (Oms-Oliu, Soliva-Fortuny y Mar-
tin-Belloso, 2008; Oms-Oliu et al., 2010; Rojas-Grali,
Soliva-Fortuny y Martin Belloso, 2009; Brasil etal., 2012;
Elsabee y Abdou, 2013; Hamzah et al., 2013; Mantilla
etal., 2013; Robles-Sanchez et al., 2013), siendo su
uso menos abundante en hortalizas cortadas. También
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se han utilizado recubrimientos y peliculas comestibles
a base de proteinas como caseinatos de calcio y protei-
nas de suero de leche en combinacién con polisacari-
dos en varios productos como manzana cortada (Pé-
rez-Gago, Serra y Del Rio, 2006).

En la actualidad, los recubrimientos y peliculas co-
mestibles estan siendo utilizados como vehiculos para
incorporar a los productos de la [V gama aditivos natu-
rales para mantener la textura, antimicrobianos, antioxi-
dantes o ingredientes bioactivos, como vitaminas, mi-
nerales, acidos grasos, probioticos, etc. (Rojas-Grad,
Soliva-Fortuny y Martin Belloso, 2009). El uso de recu-
brimientos o peliculas comestibles con los antimicro-
bianos incorporados en su matriz polimérica incremen-
ta el efecto antimicrobiano debido a que se mantiene la
concentracion activa de los mismos en la superficie de
los vegetales durante més tiempo. Los antimicrobianos
que pueden ser incorporados en las matrices de los
recubrimientos y peliculas comestibles se pueden divi-
dir en distintas categorias como acidos organicos (aci-
dos acético, lactico, benzoico, propiénico), ésteres de
acidos grasos (monolaurato de glicerol), polipéptidos
(lisozimas, lactoferrina, nisina), aceites esenciales de
plantas o especies (EOs) (canela, orégano, hierba li-
mon, ajo, etc.), o sus principios activos (citral, eugenol,
vainillina, cinamaldehido, carvacrol, etc.), entre otros.
Respecto a los aceites esenciales, su utilizacion puede
tener el grave inconveniente de transferir al producto
sabores y olores no compatibles con la naturaleza del
mismo (Rojas-Grali, Soliva-Fortuny y Martin Belloso,
2009). Se ha descrito la aplicacion de recubrimientos o
peliculas comestibles antimicrobianas a distintas horta-
lizas cortadas como calabaza (Santos et al., 2016) o
brécoli (Alverez, Ponce y Moreira, 2013). Las lineas
principales de investigacion actuales se dirigen ala in-
corporacion y/o liberacion controlada de aditivos fun-
cionales y antimicrobianos naturales utilizando nano-
tecnologias como la microencapsulacion y la formacion
de nanopeliculas mediante el sistema de multicapas (L6-
pez-Rubio, Gavara y Lagaron, 2006; Brasil et al., 2012;
Mantilla etal., 2013).
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