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|. INTRODUCCION

La leche es un alimento de alto valor econdmico y nutricional, por lo que es
de suma importancia que carezca en el mayor grado posible de bacterias, que son
las causantes de mayor relevancia en la descomposicion. Para reducir bacterias
presentes en la leche se emplean actualmente productos quimicos y procesos
sometidos a altas temperaturas, los que disminuyen la carga bacteriana pero al

mismo tiempo afectan las propiedades nutricionales.

Para mantener la composicion fisica y quimica de la leche sin afectar sus
componentes, se hace necesario el conocimiento de la aplicacion de técnicas
alternativas que conserven al maximo las caracteristicas principales y disminuyan

en un alto grado y mayor eficiencia la cantidad de bacterias.

El principio de accion de la electroporacién consiste en que los campos
pulsados (serie de impulsos eléctricos aplicados) pueden inactivar
microorganismos, esto se da cuando se sobrepasa cierto umbral de intensidad del
campo eléctrico externo que lleva a una diferencia de potencial eléctrico a través
de la membrana celular conocido como potencial transmembrana. Cuando el
mismo alcanza un valor critico, tiene lugar la electroporaciéon o formacion de poros
en la membrana celular. La permeabilidad de la membrana celular aumenta, esto
es reversible si la fuerza del campo eléctrico externo es igual o excede

ligeramente a un valor critico.

El desarrollo de esta tecnologia como alternativa al tratamiento térmico
clasico es prometedor, debido a que el alimento conserva, en mayor medida, sus

caracteristicas fisicas, quimicas y nutricionales.



Il. HIPOTESIS

El sistema de electroporacién artesanal con 110 voltios, en tres diferentes
tratamientos, es capaz de reducir 50% del total de bacterias presentes en un litro

de leche fresca de vaca.



lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

e Aportar informacién sobre una técnica alternativa para la reduccion de la

carga bacteriana en leche fresca de vaca (electroporacion).
3.2 Objetivos Especificos
e Comprobar que la aplicacion de corriente eléctrica de 110 voltios, funciona
como una técnica alternativa en la disminucion de la carga bacteriana en

leche fresca de vaca.

e Comparar la efectividad de tres tratamientos de electroporacién sobre la
carga bacteriana de las muestras de leche fresca de vaca.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Leche de vaca

La leche de vaca es un alimento de primera necesidad. De gran demanda
por su alto valor nutricional que se refleja en sus componentes, es considerada un

alimento basico en la dieta de toda la poblacién. (1)

Los mamiferos dependen fundamentalmente de la leche en sus primeros
periodos de vida y el hombre la ha aprovechado para su alimentacion,
empleandola directamente y transformandola para la obtencién de productos como
el queso, yogurt y mantequilla, entre otros. Su industrializacion se ha desarrollado
en todas las latitudes, permitiendo que cada dia se obtenga una cantidad mayor

de productos que son ideales para la nutricion humana. (1)

La leche por ser un alimento muy completo, es un medio ideal para el
crecimiento de microorganismos, los que, si no son eliminados, pueden
convertirse en un riesgo para los consumidores. Asi mismo la leche puede ser un
vehiculo de enfermedades que pueden afectar a los consumidores, si no se
realizan los controles de calidad necesarios en los procesos de la industrializacion

que parten en la granja y culminan en el consumidor final. (1)

4.1.1 Definicion de leche

La definicion fisica, sefala que la leche es un liquido de color blanco

opalescente caracteristico. (1)

Desde el punto de vista dietético la leche es el alimento puro mas proximo a
la perfeccion. Su principal proteina, la caseina, contiene los aminoacidos

esenciales y como fuente de calcio, fésforo y riboflavina (vitamina B12), contribuye



significativamente a los requerimientos de vitamina A y B1 (tiamina). Por otra

parte, los lipidos y la lactosa constituyen un importante aporte energético. (8)

Quimicamente, la leche es uno de los fluidos mas completos que existen. El
término “solidos totales” se usa ampliamente para indicar todos los componentes
con exclusion del agua y el de “sélidos no grasos” cuando se excluye el agua y la
grasa. El agua representa aproximadamente un 82% de la leche, los solidos
totales alcanzan habitualmente la cifra de 12% hasta un 13% y los sdlidos no

grasos casi siempre estan muy proximos al 9%.(8)

4.1.2 Composicion nutricional de la leche

La leche es una compleja mezcla de distintas sustancias, presentes en
suspension o emulsion y otras en forma de soluciébn verdadera y presenta
sustancias definidas como: agua, grasa, proteina, lactosa, vitaminas, minerales; a
las cuéles se les denomina extracto seco o solidos totales. Los sdlidos totales
varian por multiples factores como lo son: la raza, el tipo de alimentacion, el medio

ambiente y el estado sanitario de la vaca entre otros. (8)

4.1.3 El agua

El valor nutricional de la leche como un todo es mayor que el valor individual
de los nutrientes que la componen debido a su balance nutricional Gnico. La
cantidad de agua en la leche refleja ese balance. En todos los animales, el agua
es el nutriente requerido en mayor cantidad y la leche suministra una gran
cantidad de agua, conteniendo aproximadamente 90% de la misma. La cantidad
de agua en la leche es regulada por la lactosa que se sintetiza en las células
secretoras de la glandula mamaria. El agua que va en la leche es transportada a la
glandula mamaria por la corriente circulatoria. La produccion de leche es afectada

rapidamente por una disminucion de agua y cae el mismo dia que su suministro es



limitado o no se encuentra disponible. Esta es una de las razones por las que la
vaca debe de tener libre acceso a una fuente de agua abundante todo el tiempo.

(8)

4.1.4 Hidratos de carbono

El principal hidrato de carbono en la leche es la lactosa. A pesar de que es
un azucar, la lactosa no se percibe por el sabor dulce. La concentracion de lactosa
en la leche es relativamente constante y promedia alrededor de 5% (4.8%-5.2%).
A diferencia de la concentracion de grasa en la leche, la concentracion de lactosa
es similar en todas las razas lecheras y no puede alterarse facilmente con
practicas de alimentacion. Las moléculas de las que la lactosa se encuentra
constituida se encuentran en una concentracion mucho menor en la leche: glucosa
(14 mg/100 g) y galactosa (12 mg/ 100 g). No todos los productos lacteos poseen
proporciones similares de lactosa. La fermentacion de lactosa durante el
procesado baja su concentracion en muchos productos, especialmente en los

yogures y quesos. (8)
4.1.5 Proteinas

La proteina contenida en la leche es del 3.5% (variando desde el 2.9% al
3.9%). Esta “proteina lactea” es una mezcla de numerosas fracciones proteicas

diferentes y de pesos moleculares distintos.

Las proteinas se clasifican en dos grandes grupos: caseinas (80%) y

proteinas séricas (20%). (8)

4.15.1 Lacaseina

Es la proteina mas abundante, ademas de ser la mas caracteristica de la



leche por no encontrase en otros alimentos, existen tres tipos de caseinas (a, B y
Kapa caseina), en la leche también se encuentra la albumina y la globulina. El
valor biolégico de la caseina en la alimentaciébn obedece a su contenido en

aminoacidos esenciales. (8)

4.1.6 Proteinas séricas

4.1.6.1 Laalbumina

Es la proteina de la leche, que sigue en cantidad a la caseina, con una cifra
aproximada de 0.5%. Mientras que la caseina es relativamente estable a la accién
del calor, las albuminas se desnaturalizan con facilidad al calentarlas. Por esta
razén durante el proceso de calentamiento a altas temperaturas se destruye gran

parte de la proteina sérica. (8)

4.1.6.2 Las globulinas

Son proteinas de alto peso molecular que se encuentran preformadas en la
sangre. También es posible que parte se produzca en las células del parénquima

mamario. (8)

4.1.7 Componente graso

Normalmente, la grasa (o lipido) constituye desde el 3,5 hasta el 6,0% de la
leche, variando entre razas de vacas y con las practicas de alimentacion. Una
racion demasiado rica en concentrados que no estimula la rumia en la vaca, puede
resultar en una caida en el porcentaje de grasa (2,0 a 2,5%). La grasa se
encuentra presente en pequefios gldbulos suspendidos en agua. Cada glébulo se
encuentra rodeado de una capa de fosfolipidos, que evitan que los glébulos se

aglutinen entre si repeliendo otros glébulos de grasa y atrayendo agua. Siempre



que esta estructura se encuentre intacta, la leche permanece como una emulsion.
La mayoria de los globulos de grasa se encuentran en la forma de triglicéridos
formados por la union de glicerol con acidos grasos. Las proporciones de acidos
grasos de diferente largo determina el punto de fusion de la grasa y por lo tanto la
consistencia a la mantequilla que deriva de ella. La grasa de la leche contiene
principalmente &cidos grasos de cadena corta (cadenas de menos de ocho
atomos de carbono) producidos de unidades de acido acético derivadas de la
fermentacién rumial. Esta es una caracteristica Unica de la grasa de la leche
comparada con otras clases de grasas animales y vegetales. Los acidos grasos de
cadena larga en la leche son principalmente los insaturados (deficientes en
hidrogeno), siendo los predominantes el oleico (cadena de 18 carbonos), y los

polisaturados linoleico y linolénico. (8)

4.1.8 Elementos minerales

La leche de vaca contiene sodio, potasio, magnesio, hierro, cobalto, cobre,
fésforo, fluoruros, yoduros. Ademés, se reconoce la presencia de otros en
cantidades vestigiales, como el aluminio, molibdeno y plata. En la membrana de
los glébulos grasos se encuentran en mayor concentracion el calcio, cobre, hierro,
magnesio, manganeso, fésforo y zinc. Una parte de los metales, sobre todo los
alcalinos y los halégenos, se encuentran libres en forma de iones en solucién. El
calcio, por el contrario, se halla en su mayor parte ligado a la caseina. Tan solo un
tercio del calcio y del magnesio se encuentra en disociacion ibnica. Ademas de los
cloruros y fosfatos, deben mencionarse también los citratos, presentes en una

cuantia media de 2.3 gr/Lt. (1)

Durante la lactancia descienden primero los contenidos de calcio y fosforo,
para al final volver a aumentar ligeramente. Asimismo disminuye la tasa de
potasio, mientras que la de sodio muestra desde el principio tendencia a

aumentar. El contenido de calcio se ve influido por la época del afio. La tasa de



magnesio permanece practicamente invariable. Reviste especial interés la
cantidad de cobalto ya que este elemento es imprescindible para la sintesis de

vitamina B12, tan importante para los animales como para el hombre. (8)

El cobre por su parte experimenta notables oscilaciones (entre 0 y 80 mg/L),
la concentracion de este mineral se halla disminuida en la leche de vacas que
pastaron en llanuras acidas. La leche de épocas secas es mas pobre en cobre,
que la de la época lluviosa. Las alteraciones secretoras, las enfermedades del
metabolismo y otros estados patoldgicos originan en su mayoria notables cambios
en la concentracion de los elementos minerales. Como primer signo de un
trastorno secretor es particularmente frecuente que descienda la tasa de calcio,

haciendo que la leche pierda sus propiedades de coagulacién. (8)

4.1.9 Vitaminas

La leche contiene vitaminas como la A, D, E, K, B1, B2, B6, B12, C,
carotenos, nicotinamida, biotina, &cido folico, su concentracion esta sujeta a
grandes oscilaciones. El calostro posee una extraordinaria riqueza vitaminica,
contiene de 5 a 7 veces mas vitamina C y de 3 a 5 veces mas vitaminas B2, Dy E
qgue la leche normal. También influye la época del afio, tiempo atmosférico,
ambiente y la alimentacién; este ultimo factor repercute especialmente en los
carotenos y en la vitamina A como consecuencia de la abundante ingestion de

cardtenos cuando la base de la alimentacion son forrajes frescos. (8)

La vitamina E por su parte es 10% mas abundante en épocas en que el
ganado tienen acceso a forrajes mas toscos, lo cual posiblemente dependa del
mayor contenido graso de la leche en verano. Por lo general, la concentracion de
las vitaminas hidrosolubles se conserva constantemente. En la vitamina C se
observan cambios dependiendo de la alimentacién. Son variadas las influencias

de la manipulacion de la leche sobre su contenido vitaminico ya que en el simple



almacenamiento se producen pérdidas de vitaminas, dependientes de la
temperatura y de las radiaciones luminicas. (8)

4.1.10 Enzimas

Las enzimas contenidas en la leche se aprovechan para efectos de
inspeccion y control, ya que muchas de ellas influyen en la calidad de la leche y en
el origen de distintas alteraciones. Las enzimas de la leche carecen de valor desde

el punto de vista alimenticio, sobre todo para los organismos ya desarrollados.

Las enzimas lacteas tienen dos origenes: las corporales y las enzimaticas.
Las primeras llegan directamente a la leche en la que se encuentran en forma libre
procedente de la sangre, o bien de las células corporales. Pero también pueden
llegar a la leche con las células. En ambos casos se trata de enzimas originadas
en el organismo. Las segundas se originan en la leche misma, producto de la

accion de los gérmenes. (1)

Existen dos grupos de enzimas: las hidrolasas cuyo mecanismo de accion se
caracteriza por un desdoblamiento hidrolitico, a este grupo pertenecen entre otras,
las esterasas, lipasas, carbohidratasas y proteasas. Entre las esterasas es
importante la lipasa que actta cuando la leche es depositada sin refrigeracion,

dandole un sabor rancio. (1)
El otro grupo importante son las oxido-reductasas, las mas importantes son

la catalasa y la peroxidasa que sirven como indicadores de la calidad

microbioldgica de la leche. (8)
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4.1.11 Componentes que influencian la calidad de la leche

4.1.11.1 Células en laleche

Las células somaticas en la leche no afectan la calidad nutricional en si. Ellas
son solamente importantes como indicadores de otros procesos que pueden estar
sucediendo en el tejido mamario, incluyendo inflamacion. Cuando las células se
encuentran presentes en cantidades mayores de medio millon por mililitro, existe

una razén para sospechar de mastitis (8)

4.1.11.2 Componentes indeseables en la leche

La leche y sus subproductos son alimentos perecederos. Altos estandares de
calidad a lo largo de todo el procesado de la leche son necesarios para alcanzar o
mantener la confianza del consumidor, y para hacer que ellos decidan comprar
productos lacteos. La leche que deja la finca debe de ser de la mas alta calidad

nutricional-inalterada y sin contaminar.

Esta es una lista parcial de las substancias indeseables mas comunes que

se encuentran en la leche:

e Agua adicional,

e Detergentes y desinfectantes;
e Antibioticos;

e Pesticidas o insecticidas;

e Bacterias.

La vigilancia de los productores en seguir las instrucciones en el uso de

productos quimicos, como también un buen ordefio, limpieza y almacenamiento de
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los productos no son solo esenciales para su éxito propio pero también para el
éxito de la industria lechera en general. (8)

La leche contiene pocas bacterias al extraerla de la ubre de una vaca sana,
sin embargo, durante el ordefio, la leche se puede contaminar a partir del animal,
especialmente de las zonas externas de la ubre y areas proximas, del medio
ambiente, desde el estiércol y el suelo, asi como del lecho en el que descansan
los animales, y a través del polvo, aire, agua e insectos (particularmente moscas).
Probablemente las dos fuentes de contaminacion mas significativas sean el equipo
y utensilios utilizados para su obtencion y recoleccién, asi como las superficies
gue entran en contacto con la leche, incluidas las manos de los ordefiadores y

demas personal.

El ndmero de microorganismos presentes en la leche varia de cuarto a
cuarto y de vaca a vaca, dependiendo de los sistemas de limpieza y desinfeccion
utilizados; cuando es obtenida en condiciones asépticas, oscila entre 100 y 1000
UFC/mL. En la préactica, la leche recién obtenida contiene de 1000 a 10000
UFC/mL, constituidos por contaminantes procedentes del entorno de la ubre, el

equipo de ordefio y los manipuladores. (10)

Los grupos de bacterias presentes en la leche pueden dividirse en:

e Bacterias acidolacticas: El grupo incluye bacilos y cocos, que pueden formar
cadenas de longitud variable pero que nunca dan lugar a esporas. Las
bacterias acidolacticas son anaerobias facultativas, la mayor parte de ellas

mueren por calentamiento a 70°C.
e Bacterias coliformes: Son anaerobias facultativas con una temperatura optima

de 30-37°C. Se encuentran en los intestinos, estiércol, suelo, aguas

contaminadas y en plantas.

12



e Bacterias de &cido butirico: Se encuentran en suelos, plantas, estiércol,
piensos y ensilados almacenados en condiciones defectuosas, son del tipo
anaerobio, forman esporas y tienen una temperatura optima de crecimiento de
37°C.

e Bacterias formadoras de acido propiénico: No forman esporas, su temperatura
Optima es de alrededor de 30°C.

e Bacterias de la putrefaccion: Comprende un gran nimero de especies, tanto
cocos como bacilos, que crecen tanto aerébica como anaerdbicamente.

Contaminan la leche, procedentes del estiércol, piensos y agua. (11)

4.2 Tecnologias emergentes en la conservacion de alimentos

Los métodos no térmicos de conservacion de alimentos estan bajo
investigacion evaluando su potencial como un proceso alternativo o
complementario a los métodos tradicionales de conservacién de alimentos.
Tradicionalmente la mayoria de los alimentos conservados son procesados
térmicamente sometiendo al alimento a temperaturas elevadas, durante este
tiempo de tratamiento se trasmite gran energia al alimento, la misma puede
provocar reacciones indeseables, como la formacién de subproductos. Durante el
procesado no térmico, la temperatura del alimento se mantiene por debajo de la
temperatura que normalmente se utiliza en el procesado térmico y se espera que
durante el procesado no térmico las vitaminas, nutrientes esenciales y aromas no
experimenten cambios o0 que los mismos sean minimos, estos procedimientos
emplean menos energia que los térmicos. Técnicas que se emplean son la alta
presién hidrostatica, campos magnéticos oscilantes, campos de alta intensidad de
pulsos eléctricos, pulsos luminicos intensos, irradiacion, aditivos quimicos —

bioquimicos y tecnologia de barreras. (5)
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4.3 Electroporacion

La inactivacion de microorganismos con ayuda de pulsos eléctricos de alta
intensidad fue demostrada en 1960 por Doevenspeck. Durante el procesamiento
de liquidos, el alimento se expone durante microsegundos a un pulso de alta
intensidad de campo eléctrico, esta exposicion de la célula microbiana induce la
formacion de poros en la membrana celular. Este fendmeno fisico es conocido
como electroporacion, la cual puede ser reversible o irreversible de acuerdo a la
intensidad del campo eléctrico aplicado. La electroporacién ocasiona cambios en
las funciones de la membrana celular asi como rompimiento de la célula

microbiana por lo que se inactiva el microorganismo. (5)

Desde hace décadas se han estudiado diversas tecnologias para la
conservacion de alimentos, buscando siempre un fin comun: la seguridad
alimentaria y la conservacion de las propiedades organolépticas de los mismos.
Una alternativa es el uso de electricidad, con la que se han realizado estudios que
permitieron incorporarla como una de estas tecnologias. Algunos estudios sefalan
que el uso de pulsos eléctricos podia higienizar alimentos liquidos como la leche
sin afectar en gran medida su sabor y propiedades. Actualmente, los pulsos
eléctricos son considerados como una tecnologia emergente, el tratamiento se
realiza colocando alimentos liquidos, semisélidos o sélidos en una solucion
electrolitica y con baja conductividad térmica entre dos electrodos, mediante los
cuales se hace pasar una corriente eléctrica con determinados tiempo
(generalmente microsegundos ps), intensidad y frecuencia. El tratamiento térmico
es altamente efectivo en productos alimenticios para lograr una mejor
estabilizacion, inactivacion de enzimas y destruccidon de microorganismos pero
gue muchas veces resulta en pérdidas de los nutrientes esenciales y cambios en
sus propiedades organolépticas; por esto, el tratamiento de pulsos eléctricos ha
incrementado su popularidad pues provee una alternativa a los cambios

indeseables generados por la pasteurizacion. (5)
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Morfol6égicamente, todas las bacterias y las células de los hongos comparten
una estructura comun compuesta por una membrana delgada de fosfolipidos cuya
funcién es encapsular organelos celulares y otras estructuras suspendidas en el
citoplasma. Estas membranas son complejas estructuras heterogéneas que
separan el citoplasma del medio extracelular. La integridad de la membrana y su
funcion de barrera es fundamental para la viabilidad celular. Si un campo eléctrico
de suficiente intensidad y duracidn se aplica a una célula viva, la integridad de la
membrana puede ser gravemente perturbada, causando perforacion mecanica, la
lisis y la muerte. Este proceso se conoce como la electroporacion. Por lo tanto, la
electroporacion puede ser utilizada como un medio para matar a los organismos

microbianos. (7)

La permeabilizacién de las membranas celulares mediante la aplicacion de
campos eléctricos de alto voltaje es un hecho bien conocido. Sin embargo, no se
conoce con precision cual es el mecanismo ultimo por el cual los campos
eléctricos de alto voltaje provocan la aparicion de poros en las membranas
celulares. De todas las teorias que se han propuesto, la mas aceptada es la de
Zimmerman. SegUn esta teoria, la membrana celular se compara con un
condensador en cuyo interior existe un material con una constante dieléctrica baja,
en relacién con la constante dieléctrica del interior de las células y la del medio en
el que se encuentran suspendidas. En estas condiciones se produce un acumulo
de cargas a ambos lados de la superficie de la membrana celular que genera una
diferencia de potencial, denominado potencial transmembrana, de alrededor de 10
mV. Al aplicar un campo eléctrico externo, el nUmero de cargas a ambos lados de
la membrana aumenta y, por lo tanto, también aumenta el potencial

transmembrana. (2)
El incremento de las cargas de diferente signo a ambos lados de la

membrana provoca que estas se atraigan entre si con lo que la membrana se

comprimiria. Cuando el campo eléctrico aplicado genera un potencial
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transmembrana de alrededor de 1 V la compresién de la membrana provoca la
formacién de poros. El numero y tamafio de los poros formados depende de la
intensidad del campo eléctrico y del tiempo del tratamiento. Al valor umbral del
campo eléctrico en que comienza a permeabilizarse la membrana se le denomina
campo eléctrico critico. Cuando el campo eléctrico aplicado alcanza valores
proximos al del campo eléctrico critico o el tiempo del tratamiento es muy corto, el

namero y tamano de los poros formados es muy pequerio. (2)

En estas condiciones, la permeabilizacion de la membrana es reversible de
modo que, cuando cesa el campo eléctrico, la membrana celular vuelve a su
estado normal. Cuando se aplican campos eléctricos mas intensos o tiempos de
tratamientos mas largos, aumenta el nimero y tamafio de los poros, lo que
provoca una permeabilizacion irreversible de la membrana o incluso su ruptura

mecdénica. (2)

La aplicacion de un campo eléctrico externo provoca la permeabilizacion de
la membrana tanto en su fraccién proteica como lipidica. Debido a que la apertura
de los canales proteicos de las membranas depende del potencial
transmembrana, el potencial transmembrana generado por un campo eléctrico
externo provoca la apertura de los mismos. Una vez abiertos, el calentamiento
provocado por el paso de la corriente eléctrica puede producir la desnaturalizacion
de sus proteinas. Por lo que respecta a la fraccién lipidica, el campo eléctrico
externo provoca la reorientacion de los lipidos de la membrana dando lugar a la
formacion de poros hidrofilicos. Ademas, el paso de corriente eléctrica a través de
los poros existentes en condiciones normales en la fraccion lipidica, puede
incrementar la temperatura y modificar la fluidez de los lipidos de la membrana. El
incremento en la permeabilidad de la membrana provoca un desequilibrio
osmoético de la célula que da lugar a una entrada de agua y de solutos de pequefio
tamafio. Como consecuencia, se incrementaria el tamafio celular hasta producirse

la ruptura de la membrana. La membrana celular de los microorganismos es una

16



estructura que protege el contendido citoplasmatico y que actia como una barrera
semipermeable regulando el paso de sustancias entre el interior y el exterior de la
célula. La permeabilizacion de esta membrana por los pulsos eléctricos de alto
voltaje se ha puesto de manifiesto por la entrada al interior citoplasmatico de
diversas sustancias que, en condiciones normales, no son capaces de atravesarla
y por la salida de componentes del interior celular, como ATP y acidos nucleicos,
al medio en el que se encuentran suspendidos los microorganismos. También se
ha observado que estos tratamientos alteran algunas funciones de la membrana
citoplasmatica como su capacidad para mantener el pH citoplasmatico o para

experimentar plasmalisis en un medio hipertdnico. (2)

4.4 Factores gque influyen en la inactivacion microbiana por pulsos
eléctricos de alto voltaje

Los factores que influyen sobre la inactivacion microbiana por pulsos
eléctricos de alto voltaje se pueden clasificar en tres grupos: Factores
dependientes de las condiciones de tratamiento, factores dependientes de las
caracteristicas de los microorganismos y factores dependientes de las
caracteristicas del medio de tratamiento. (2)

4.4.1 Condiciones de tratamiento

Los parametros que definen un tratamiento por pulsos eléctricos de alto
voltaje son: fuerza del campo eléctrico, forma del pulso, anchura del pulso, energia
del pulso, frecuencia, tiempo de tratamiento y temperatura. (2)

4.4.1.1 Fuerza del campo eléctrico

La fuerza del campo eléctrico es uno de los principales parametros que

determina la inactivacion microbiana por pulsos eléctricos de alto voltaje. Hay que
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considerar tanto la intensidad del campo eléctrico como su distribucion en la

camara de tratamiento.

Por encima de una fuerza de campo eléctrico umbral, denominada campo
eléctrico critico, la inactivacion microbiana por pulsos eléctricos de alto voltaje
aumenta al aumentar la intensidad del campo eléctrico. Este campo eléctrico
critico depende del microorganismo y del medio en el que se encuentre
suspendido y suele estar comprendido entre 6-13 kV/cm. Por encima del campo
eléctrico critico y para un tiempo de tratamiento constante se considera que la
inactivacion microbiana aumenta exponencialmente al aumentar la fuerza del

campo eléctrico aplicado.

Es muy importante que el campo eléctrico esté distribuido homogéneamente
en la camara de tratamiento. Una mala distribucion del mismo puede favorecer la
existencia de zonas donde los microorganismos no reciban el tratamiento
deseado. (2)

4.4.1.2 Formade pulso

Los equipos de pulsos eléctricos de alto voltaje aplican, fundamentalmente,
dos tipos de pulsos: pulsos de caida exponencial y pulsos de onda cuadrada.
Cuando se compara la inactivacién obtenida mediante pulsos de la misma energia
e intensidad de campo eléctrico, los pulsos de onda cuadrada son ligeramente
mas eficaces que los pulsos de caida exponencial. La menor eficacia de los pulsos
de caida exponencial se cree que es debida a que, en una parte de su duracién, el
campo eléctrico aplicado estd por debajo del campo eléctrico critico del

microorganismo. (2)

También, se ha observado que los pulsos eléctricos de caida exponencial

bipolares son mas letales que los pulsos monopolares. Esta mayor eficacia se ha
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atribuido a que la variacion de la polaridad del campo eléctrico entre dos pulsos
consecutivos cambia la posicion de los grupos cargados de la membrana celular

haciéndola méas susceptible a su ruptura mecanica. (2)

4.4.1.3 Anchuradel pulso

Algunos autores han observado, tanto con pulsos de caida exponencial como
con pulsos de onda cuadrada, que el efecto inactivante de un tratamiento de una
determinada fuerza de campo eléctrico y duracién no depende de la anchura del
pulso con el que se aplique el mismo. Por el contrario, se han obtenido mayores
niveles de inactivacion sobre Listeria innocua al aumentar la anchura de los pulsos
desde 2 hasta 3.9 ps. (2)

4.4.1.4 Energia del pulso

La energia eléctrica necesaria para aplicar un pulso eléctrico de alto voltaje
de una forma determinada en un medio de tratamiento depende de su anchura y
voltaje. Desde un punto de vista practico, es interesante establecer la combinacién
de voltaje y anchura de pulso que permita obtener la maxima inactivacion con el
menor consumo energético. Se ha observado que para conseguir la misma
inactivacion microbiana en Escherichia coli era necesaria menos energia cuando
se aplicaban pulsos de mayor voltaje y menor anchura. Sin embargo, también se
ha visto que la inactivacion de células vegetativas de Bacillus subtilis Gnicamente
dependia de la energia aplicada independientemente del voltaje y la anchura del

pulso empleados. (2)

4.4.15 Frecuencia

Los tratamientos mediante pulsos eléctricos de alto voltaje se aplican de

forma intermitente a una frecuencia que puede variar desde 1 hasta 5000 Hz. El
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aumento de la frecuencia permite reducir el tiempo de procesado. Sin embargo, se
ha observado que, tras un mismo tiempo efectivo de tratamiento, la frecuencia no

influye en la inactivacion microbiana por pulsos eléctricos de alto voltaje. (2)

Hay que considerar que la temperatura del medio de tratamiento aumenta a
medida que la frecuencia es mayor. A frecuencias elevadas, se pueden alcanzar
temperaturas letales en la camara de tratamiento que también pueden contribuir al

efecto inactivador total. (2)

4.4.1.6 Tiempo de tratamiento

Es el tiempo efectivo en el que los microorganismos estan sometidos a la
accion del campo eléctrico. Depende del numero y la anchura de los pulsos
aplicados. La inactivacién microbiana por pulsos eléctricos de alto voltaje aumenta
con el tiempo de tratamiento. Sin embargo, no esta claro cual es la cinética de
inactivaciéon microbiana por los pulsos eléctricos de alto voltaje. Algunos autores
han encontrado una relacion exponencial entre el nUmero de supervivientes y el
tiempo de tratamiento. Otros, sin embargo, han observado la existencia de una
relacion lineal entre el nUmero de supervivientes y el tiempo de tratamiento cuando
ambas variables se representan en escala logaritmica. En general, estas
relaciones se han observado en experimentos en los que la inactivacion alcanzada
no suele superar los cuatro ciclos logaritmicos. Cuando se prolonga el tiempo de
tratamiento para conseguir mayor inactivacion, se observa, en una representacion
semilogaritmica, una rapida inactivacion en los primeros momentos del tratamiento
y, posteriormente, el nimero de supervivientes decrece lentamente a medida que

se incrementa el tiempo de tratamiento. (2)

4.4.1.7 Temperatura

Los pulsos eléctricos de alto voltaje se caracterizan porque son capaces de
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inactivar a los microorganismos a temperaturas no letales. Sin embargo el efecto
inactivante de estos tratamientos es mayor al incrementar la temperatura. Este
efecto se ha observado tanto a temperaturas no letales como a temperaturas
letales. Esta mayor inactivacion se ha relacionado con el incremento de la fluidez

de los fosfolipidos de la membrana de los microorganismos a mayor temperatura.

Desde un punto de vista practico, el aumento de la temperatura que se
produce como consecuencia del paso de la corriente eléctrica durante la
aplicacion del tratamiento, puede resultar beneficioso siempre que no se alcancen
temperaturas que alteren las propiedades del alimento. Este calentamiento puede
reducir el tiempo de procesado o aumentar el grado de inactivacién conseguido en

el mismo tiempo de tratamiento. (2)

4.4.2 Caracteristicas de los microorganismos

Las caracteristicas propias de los microorganismos también influyen en la
inactivacion microbiana por pulsos eléctricos de alto voltaje. Entre éstas, se

pueden destacar el tipo de microorganismo, su tamafio y la fase de crecimiento.

(2)

4.4.2.1 Tipo de microorganismo

Los tratamientos mediante pulsos eléctricos de alto voltaje son capaces de
inactivar las formas vegetativas de las bacterias, los mohos y las levaduras. De los
estudios realizados, se desprende que las levaduras son los microorganismos mas
sensibles y que las bacterias Gram (-) son mas sensibles que las Gram (+). Se
han logrado inactivar 3, 4 y 5 ciclos logaritmicos la poblacién de esporas de B.

subtilis y B. cereus respectivamente mediante un tratamiento a 50 kV/cm.
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Sin embargo, la mayoria de los estudios muestran que estas esporas
bacterianas son resistentes a los tratamientos incluso tras su germinacion.
También, se ha observado que los tratamientos mediante pulsos eléctricos de alto

voltaje no son capaces de inactivar los ascosporos de mohos. (2)

4.4.2.2 Tamano celular

La mayor sensibilidad de las levaduras frente a los pulsos eléctricos de alto
voltaje se atribuye a su tamafio celular. La influencia del tamafio en el efecto
inactivador de los pulsos eléctricos de alto voltaje se ha relacionado con el
potencial transmembrana creado por un campo eléctrico externo. Cuanto menor
es el tamafio celular, menor es el valor del potencial transmembrana inducido por
la accion de un determinado campo eléctrico y mayor es la resistencia del

microorganismo al tratamiento. (2)

4.4.2.3 Fase de crecimiento celular

La influencia de la fase de crecimiento en la resistencia microbiana a los
pulsos eléctricos ha sido estudiada por diferentes autores. Todos estos estudios
muestran que los microorganismos que se encuentran en la fase exponencial de
crecimiento son mas sensibles a los pulsos eléctricos de alto voltaje que los que

se encuentran en la fase estacionaria. (2)
4.4.3 Caracteristicas del medio de tratamiento

La influencia de la conductividad eléctrica, el pH, la actividad del agua, la
composicion del medio de tratamiento, junto con la presencia de sustancias con

actividad antimicrobiana en el efecto letal de los pulsos eléctricos de alto voltaje ha

sido estudiada por diferentes autores. (2)
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4.4.3.1 Conductividad eléctrica

Diversos autores han observado que la inactivacion microbiana es mayor
cuanto menor es la conductividad eléctrica del medio de tratamiento. Sin embargo,
cuando se estudia la influencia de la conductividad en la resistencia microbiana a
los pulsos eléctricos de alto voltaje hay que considerar que la conductividad del
medio influye en la intensidad del campo eléctrico y en la anchura del pulso que se

obtiene en la camara de tratamiento. (2)

4.4.3.2 pH

Los datos que existen en la actualidad sobre la influencia del pH en la
resistencia de diferentes microorganismos a los pulsos eléctricos de alto voltaje
son contradictorios. Algunos autores han observado que el pH no afecta al efecto
letal de los pulsos eléctricos de alto voltaje. Otros han observado que E. coli, L.
innocua y Saccharomyces cerevisiae son mas sensibles a los pulsos eléctricos a

pH’s mas &cidos. (2)
4.4.3.3 Actividad del agua

Apenas existen estudios sobre la influencia de la actividad del agua en el
efecto inactivador de los pulsos eléctricos de alto voltaje. De los primeros estudios
realizados, se desprende que, al igual que ocurre con la inactivacion microbiana
por el calor, el descenso de la actividad del agua protege a los microorganismos
frente a los pulsos eléctricos de alto voltaje. (2)

4.4.3.4 Composicion del medio de tratamiento

Se ha observado que en medios de la misma conductividad obtenidos

afiadiendo diferentes sales al agua, la resistencia de E. coli era mayor en
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presencia de sales en cuya composicion habia cationes divalentes como el Ca++y
el Mg++. También se ha observado que la resistencia de E. coli a los pulsos
eléctricos de alto voltaje aumentaba al aumentar la concentracion de grasa de la
leche. (2)

4.4.3.5 Presenciade sustancias con actividad antimicrobiana

Diferentes autores han estudiado el efecto inactivante de los pulsos
eléctricos de alto voltaje en presencia de sustancias con actividad antimicrobiana.
Se ha visto que, en un medio de pH 3,4, la aplicacion de un pulso de una
intensidad de campo eléctrico de 12 kV/cm incrementaba el efecto inactivador del
acido benzoico y acido sorbico tres ciclos logaritmicos. También, se ha observado
que la adicién de nisina (37 Ul/ml) a leche desnatada y a huevo liquido aumenta el
efecto inactivador de un tratamiento de pulsos eléctricos de alto voltaje (50 kV/cm)

sobre L. innocua alrededor de 1 ciclo logaritmico. (2)

4.4.4 Inactivacion de microorganismos

La inactivacion de células vegetativas de microorganismos como E. coli, S.
typhimurium, Salmonella dublin, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus bulgaricus, Micrococcus lysodeikticus, Pseudomonas fluorescens,
Klebsiella pneumoniae, S. aureus, L. monocytogenes, L. innocua, Bacillus subtilis,
Clostridium welchii, Candida albicans, S. cerevisiae, y esporas de B. cereus y B.

subtilis entre otros, ha sido observada. (3)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Recursos humanos

e Estudiante.

e Asesores de tesis.

e Propietarios y trabajadores de las fincas.

e Personal docente y técnico del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

5.1.2 Recursos bioldgicos

e Vacas lecheras.

e 30 litros de leche fresca.

5.1.3 Recursos de campo

¢ Vehiculo de transporte.
e Hielera.

e Hielo.

e Recipiente hermético.
e Lazos.

e Lapicero.

e Botas de hule.
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5.1.4 Recursos de laboratorio

e Frascos estériles para recoleccion de las muestras.
e Placas de petri.

e Medios de cultivo.

e Masking tape.

e Hielera.

e Agua peptonada 1 Lt.

e Pipetas.

e Removedor de plastico estéril.
e Gradillas de metal.

e Céamara de siembra.

e Probetas.

e Beaker (10 ml).

e Libreta de apuntes.

e Refrigerador.

e Incubadora.

e Autoclave.

e Microscopio.

e Equipo de electroporacion.

Para la elaboracién del aplicador de pulsos eléctricos se emplearon los

siguientes materiales:

e Espiga para conduccion eléctrica de 110 voltios.
e Cable paralelo de 2/14, con terminales para conectarse a la serie de
electrodos.

e Electrodos de barras de cobre.
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5.1.5

5.2

521

5.2.1.

Tres recipientes herméticos de plastico con tapadera y capacidad para un

litro cada uno.

Interruptor de corriente eléctrica para aplicar los pulsos como lo requiera

cada tratamiento.

Centro de referencia

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia.

Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

Internet.
Metodologia

Metodologia del trabajo de campo

Se adquirié la leche fresca de vaca en el lugar del ordefio. El ordefio se
realiz6 manualmente y las vacas que proporcionaron la leche debian de
estar sanas y bajo ningun tratamiento médico.

La muestra comprendié de 3 litros de leche, obtenidos de la produccion
total del ordefio de la mafiana, los cuales fueron almacenados en un
recipiente hermético y colocados dentro de una hielera con suficiente hielo
para luego trasladarlos al Laboratorio de Salud Publica de la FMVZ.

1 Ubicacidon de latoma de muestras

El municipio de Mixco esta ubicado en el extremo oeste de la ciudad capital.

Se localiza a 90° 34’ de longitud oeste y 14° 16’ de latitud norte, con un area total

de 99 km2 de los cuales 45,26 km2 estan dentro de la cuenca. Algunas areas de
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Mixco son de caracter himedo y otras semi seco. Colindancias fisicas: al norte
con San Pedro Sacatepéquez (Guatemala), al sur con Villa Nueva (Guatemala), al
este con Chinautla y Guatemala (Guatemala) y al oeste con San Lucas

Sacatepéquez y Santiago Sacatepéquez (Sacatepéquez). (5) (8)

5.2.2 Metodologia en Laboratorio de Salud Publica

e Se tomO una muestra antes de realizar los tratamientos, identificandose y
almenéandose a 4°C, para determinar las unidades formadoras de colonias

de los tres litros de leche y establecer la carga bacteriana inicial.

e Se inici6 la aplicacion del primer tratamiento que consistié en someter 1 litro
de leche cruda de vaca a corriente eléctrica de 110 voltios continuos

durante 5 minutos.

e Se tomo la muestra del primer tratamiento, la identifiqué y coloqué a 4°C.

e Se continudé con la aplicacion del segundo tratamiento, consistiendo en
someter 1 litro de leche a un pulso continuo de corriente eléctrica de 110
voltios durante 25 segundos, con repeticiones a cada minuto. (a 5 pulsos
con una duracion de 25 segundos cada uno e intervalos de descanso entre

cada uno).

e En la muestra del segundo tratamiento, se identificé y coloco junto a la

muestra inicial y a la del primer tratamiento a 4°C.

e Se finaliz6 con la aplicacion del tercer tratamiento que consistido en someter
1 litro de leche a corriente eléctrica de 110 voltios (durante 1 segundo)

intermitentemente cada 3 segundos durante 5 minutos.
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5.2.3

En la tercera muestra del tratamiento, se identificé y se almacend junto a la
inicial, el primer y segundo tratamiento se almaceno a 4°C, trasladandolas

luego al Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ para su analisis.

Se determinaron las unidades formadoras de colonias/ml. (UFC/ml.), de

bacterias totales, mediante el recuento estandar en placa. (3)
Se realizé el recuento estandar en placa en: UFC/ml. de leche.
Se realizaron 40 andlisis consistiendo en 10 repeticiones por cada
tratamiento, para un total de 30 muestras y 10 muestras mas que fueron las

iniciales, que se tomaron antes de aplicar los tratamientos.

En una tabla se anotaron los resultados las cargas bacterianas iniciales,

antes y después de aplicar los tratamientos.

Los resultados se emplearon para realizar el andlisis estadistico.

Metodologia en Laboratorio de Microbiologia

Se prepararon las placas de petri estériles con 20 ml de agar para recuento
(Plate Count).

Se prepararon tubos de ensayo con 9 ml de agua peptonada.

Se midié una porcién adecuada de la muestra, 10 ml.

La cifra pesada se multiplico por 9 y el resultado de la multiplicacion fue el
volumen de mililitros de diluyente que se afadieron a la muestra para
obtener 1:10.

29



A patrtir de la dilucién anterior se agregé 1 ml al tubo 2, se agito, y asi

sucesivamente a los tubos siguientes.
e A partir de las diluciones decimales y por duplicado, se transfirieron 0.1 ml a
cada una de las placas de agar, con la pipeta. El inoculo se diseminé por la

superficie del agar con la ayuda de un removedor.

e Se dejaron las placas en reposo, una vez sembradas, hasta que el inoculo

fue absorbido.

e Se colocaron las placas en la incubadora en posicion invertida.

e Se Incubaron a 37° +- 1°C durante 24 — 48 horas.

e Transcurrido el tiempo de incubacién, se procediéo al recuento de las
colonias. El nimero total de colonias contadas multiplicado por el factor de
dilucién de la placa dando el recuento total en 1 mililitro.

5.3 Andlisis estadistico
Los resultados de las muestras de leche fresca de vaca iniciales y después
de aplicados los tres tratamientos fueron sometidos al analisis de varianza y

diferencia de medias de Tukey, para determinar si las medias de los cuatro grupos

representados por la aplicacion de los tratamientos fueron iguales o no.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se evalud la efectividad del sistema de electroporacion en
forma artesanal utilizando energia eléctrica de 110 voltios, cambiando la
frecuencia de las descargas, de tres diferentes tratamientos en muestras de leche
fresca de vaca. La electroporacién ocasiona cambios en las funciones celulares
asi como rompimiento de la célula microbiana, induciendo la abertura de poros en
la membrana, lo que provoca la inactivacion del microorganismo. Esta puede ser
reversible o irreversible de acuerdo a la intensidad de campo eléctrico aplicado, la
frecuencia y el tiempo. La integridad de la membrana y su funcion de barrera es
fundamental para la viabilidad celular. Si un campo eléctrico de suficiente
intensidad y duracion se aplica a una célula viva, la integridad de la membrana

puede ser gravemente perturbada, causando perforacidn mecanica, lisis y muerte.

Al someter a los microorganismos presentes en la leche a corriente eléctrica,
se produce un acumulo de cargas a ambos lados de la superficie de la membrana
celular que genera una diferencia de potencial, denominado potencial
transmembrana. Al aplicar un campo eléctrico externo, el nimero de cargas a
ambos lados de la membrana aumenta y, por lo tanto, también aumenta el

potencial transmembrana. (2)

Cuando aumentan las cargas de diferente signo a ambos lados de la
membrana provoca que estas se atraigan entre si con lo que la membrana se
comprime, y da lugar a la formacion de poros. El numero de los poros formados
depende de la intensidad del campo eléctrico, del tiempo y la frecuencia del
tratamiento. Al valor umbral del campo eléctrico en que comienza a
permeabilizarse la membrana se le denomina campo eléctrico critico. Cuando el
campo eléctrico aplicado alcanza valores proximos al del campo eléctrico critico o
el tiempo del tratamiento es muy corto, el numero de los poros formados es muy

bajo. En estas condiciones, la permeabilizacion de la membrana es reversible es
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decir que, cuando finaliza el campo eléctrico, la membrana celular vuelve a su

estado normal. (2)

Cuando se aplican campos eléctricos mas intensos, aumenta la frecuencia o
los tiempos de tratamientos son los adecuados, aumenta el nimero de los poros,
lo que provoca una permeabilizacion irreversible de la membrana o incluso su

ruptura mecanica. (2)

Al analizar los tratamientos uno por uno, podemos observar en el tratamiento
# 1, que el pulso de corriente eléctrica aplicada fue de 110 voltios continuos
durante 5 minutos, los resultados obtenidos fueron satisfactorios en el 50% de las
muestras logrando disminuir la carga bacteriana en 5 muestras de las 10
repeticiones, mas no logré disminuir el 50% de la carga bacteriana en ninguna de
las muestras respecto a la carga bacteriana inicial de las mismas, como se
esperaba y se habia planteado en la hipdtesis. Se aplicé una sola carga
permanente por 5 minutos, la inactivacion microbiana por pulsos eléctricos de alto
voltaje aumenta al aumentar la intensidad del campo eléctrico. Se propicio la
abertura de poros una sola vez al inicio, pero no aumentd la intensidad, se
mantuvo la misma carga durante 5 minutos, las membranas de las bacterias
afectadas sufrieron dafio al empezar la exposicion y al no subir la intensidad, la
cantidad de microorganismos destruidos no se incremento. Lo mas significativo
fue el aumento de la temperatura a 37°C siendo esta mas propicia para el
crecimiento bacteriano beneficiando la incubacion en lugar de reducirla (Ver
cuadro 1), como se determino en 5 muestras de 10 (50%) en las que aumento la

carga bacteriana en relacién a la muestra inicial. (Ver cuadro 3).
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CUADRO 1 CONTROL DE TEMPERATURA EN GRADOS CENTIGRADOS, DE
LOS TRES TRATAMIENTOS APLICADOS

Muestra Temperatura
#1 | #2 | #3 |#4 | #5 | #6 | #7 |#8 | #9 |#10

Temperatura promedio

Inicial 19°|18°|18° | 18° | 18° | 18° | 16° | 18° | 22° | 20° 18.5°

Tratamiento 1 | 33° | 34° | 34° | 33° | 36° | 39° | 35° | 32° | 38° | 36° 35.0°

Tratamiento 2 | 32° | 34° | 35° | 32° | 37° | 36° | 34° | 30° | 36° | 32° 33.8°

Tratamiento 3 | 27° | 29° | 29° | 29° | 30° | 30° | 32° | 28° | 28° | 27° 28.9°

Fuente: Elaboracion propia

En el segundo tratamiento el pulso de corriente eléctrica fue de 110 voltios
durante 25 segundos, con repeticiones a cada minuto. (5 pulsos con una duracién
de 25 segundos e intervalos de descanso de 1 minuto entre pulso y pulso). Los
resultados obtenidos fueron satisfactorios en el 40% de las muestras logrando
disminuir la carga bacteriana en 4 muestras de 10 (Ver cuadro 3), lo que provoco
una muerte bacteriana minima, reduciendo el conteo de la muestra inicial. En este
tratamiento el campo eléctrico aplicado alcanza valores préximos al del campo
eléctrico critico o el tiempo no es suficiente, el numero de los poros formados es
muy pequefio. Bajo estas condiciones, la permeabilizacion de la membrana es
reversible, cuando termina el campo eléctrico, la membrana celular regresa a su
estado normal. Debido a este fendbmeno la cantidad de UFC/ml disminuidas, no
sobrepasoé el porcentaje de efectividad alcanzado en las muestras del tratamiento
# 1, y en ninguna de las muestras, en las que la carga bajo, se logra lo propuesto

en la hipétesis, que es la disminucién del 50% de la carga inicial (Ver cuadro 2).
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CUADRO 2 CONTEO DE LAS UFC/ml EN LAS MUESTRAS INICIALES Y
DESPUES DE APLICAR LOS TRES TRATAMIENTOS

Muestra #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10

Tratamiento | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/mI UFC/ml UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/mI

inicial 25*10% | 35*10% | 17*10° | 29*10% | 40*10% 134*103 144*103 | 28*10% | 109*10% | 124*103

Tratamiento
1
Tratamiento
2
Tratamiento
3

26*10% | 30*10% | 35*10° | 43*10% | 55*10% 111*103 141*10% | 46*10% | 83*10% | 93*10°

29*10% | 30*10% | 58*10° | 40*10% | 57*10% 130*103 143*103 | 35*10% | 99*10% | 139*103

13*10% | 12*10% | 15*10% | 30*10% | 34*10° 106*103 129*10% | 25*10% | 67*10% | 73*103

Fuente: Elaboracion propia

En el tratamiento 3 el impulso de corriente eléctrica de 110 voltios se aplico
intermitentemente por 1 segundo cada 3 segundos (se dej0 pasar corriente
eléctrica por 1 segundo y se detuvo por 3 segundos, asi repetitivamente por 5
minutos). Los resultados obtenidos en este tratamiento fueron del 90% de las
muestras positivas disminuyendo la carga bacteriana en 9 de las 10 muestras
procesadas. En este tratamiento se logré combinar voltaje (intensidad), frecuencia
y tiempo de pulso adecuado, que permiti6 obtener la maxima inactivacion de
microorganismos con el mejor resultado de los tres tratamientos. Esto provoco
mayor cantidad de poros en la membrana celular debido a que la frecuencia vy el
tiempo combinados trabajaron adecuadamente, a pesar de que la intensidad era la
misma, cambiando el potencial transmembrana de la bacteria provocando la
destruccion bacteriana mas pronunciada y comprobable en las UFC/ml, en
relacion a la carga inicial de la muestras. A pesar de que se alcanzé el 90% de
efectividad en este tratamiento, solamente en dos muestras (#1 y #2) se logro
disminuir el 50% de la cantidad de UFC/ml en relacion a las UFC/ml contadas

antes de aplicar el tratamiento. (Ver cuadro 3)

Estadisticamente no existe diferencia significativa entre tratamientos en base

a los resultados de las pruebas de analisis de varianza y diferencia de medias de
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Tukey. Aunque las diferencias entre tratamientos no fueron estadisticamente
significativas, ya que todos en diferentes porcentajes disminuyeron la carga
bacteriana; se pudo observar que el tratamiento # 3 (aplicacion intermitente)
demostré un mejor porcentaje de efectividad en la reduccidon de la carga de las

muestras iniciales.

CUADRO 3 SINTESIS DE LA DISMINUCION O AUMENTO EN PORCENTAJES,
POR MUESTRA, RESPECTO A LAS UFC/m| DE LA MUESTRA INICIAL

Muestra
: #1 #2 # 3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10
Tratamiento
Tratamiento l 1 1 1 l 1 ! l
1 4% | 3%
1 16% | 105% | 47% | 38% | 18% 64% | 25% | 24%
Tratamiento 1 l 1 1 1 1 1 1
1 3% | | 1%
2 16% | 14% | 243% | 39% | 42% 25% | 10% | 12%
Tratamiento l l l l l l 1 l
1 14% | 1 2%
3 52% | 65% 15% | 22% | 11% | 11% | 39% | 41%

Fuente: Elaboracion propia
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CUADRO 4 CONTROL DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE TRES
DIFERENTES TRATAMIENTOS DE ELECTROPORACION APLICADOS EN
LECHE CRUDA DE VACA

Tratamiento

Tratamiento

Tratamiento # #2 #3
Fecha No. Analisis 1 (5 minutos, 1 (5 minutos, Total de
Muestra Inicial (5 minutos descarga de 25 | descargas a | Muestras
(3 Lts. de UFC continuos) seg. cada cada
leche) UFC minuto) UFC segundo)
UFC
24/09/13 1 25%103/ml 26*103/ml 29*103/ml 13*103/ml 1
25/09/13 2 35*103/ml 30*103/ml 30%103/mi 12*103/ml 1
01/10/13 3 17*103/ml 35*103/ml 58*103/ml 15*103/ml 1
02/10/13 4 29*103/ml 43*103/ml 40*10 3/ml 30*103/ml 1
02/10/13 5 40*10%ml 55*10%/ml 57*103/ml 34*103/ml 1
08/10/13 6 134*103/ml 111*103/ml 130*103/ml 106*103/ml 1
08/10/13 7 144*103/ml 141*103/ml 143*103/ml 129*103/ml 1
09/10/13 8 28*103/ml 46*103/ml 35%103/ml 25*103/ml 1
09/10/13 9 109*103/ml 83*103/ml 99*103/ml 67*103/ml 1
15/10/13 10 124*103/ml 93*103/ml 139*103/ml 73*103/ml 1

Fuente: Elaboracion propia
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VIl. CONCLUSIONES

La electroporacién en forma artesanal utilizando energia eléctrica de 110
voltios, con intervalos en la exposicidon a corriente, es una alternativa para

reducir la carga bacteriana en leche fresca.
No existe una diferencia estadisticamente significativa entre los tres
tratamientos utilizados en esta investigacion, sin embargo todos funcionan

disminuyendo la carga bacteriana inicial en diferentes porcentajes.

El tratamiento 3 evidencio en la practica, mayor efectividad en la reduccién de

carga bacteriana en leche fresca de vaca.

La acertada combinacion de la intensidad, frecuencia y tiempo del tratamiento

aumenta el porcentaje de efectividad del mismo.

Cuando la carga bacteriana es demasiado alta, el porcentaje de efectividad en

la disminucién de la misma es menos efectivo.

37



VIll. RECOMENDACIONES

Emplear la electroporacion en forma artesanal como una opcién o alternativa

para la reduccion de la carga bacteriana de la leche fresca.

Realizar otras investigaciones en los cuales se utilice como base el
tratamiento 3, pero en tiempos de exposicion mas largos 10, 15 y 20 minutos,
con frecuencia de exposicién a intervalos de 1 segundo cada 3 segundos ya

que fue la frecuencia que mejor funciond.

Evaluar si estos tratamientos pueden afectar las caracteristicas nutricionales y

organolépticas de la leche fresca.
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IX. RESUMEN

La electroporacion es un sistema alternativo para la reduccion de carga
bacteriana en alimentos, que consiste en la formacion de poros en la pared de la
membrana de las bacterias para aumentar la permeabilidad de estas y permitir el
ingreso de liquido extracelular al espacio intracelular, con el fin de inactivar a los
microorganismos Yy brindar al consumidor final alimentos mas sanos y sin procesos
que alteren la composicion fisica, quimica y nutricional en este caso de la leche

fresca de vaca.

Utilicé para esta investigacion tres tratamientos distintos en la aplicacion de
corriente eléctrica de 110 voltios en leche fresca, a frecuencia y tiempo diferentes,
con el propésito de demostrar que la electricidad es capaz de disminuir la carga
bacteriana y al mismo tiempo determinar cuél de los tres tratamientos es el mas

efectivo.

El tratamiento con mejores resultados fue el nimero tres, disminuyendo la
carga bacteriana en el 90% de las muestras, el impulso de corriente eléctrica de
110 voltios se aplico intermitentemente por 1 segundo, con periodos de reposo de

3 segundos, durante 5 minutos.

A pesar que solamente en 2 muestras de los 3 tratamientos se logro
disminuir la carga bacteriana al 50%, como se habia establecido en la hipoétesis,
todos los tratamientos son efectivos en distintos porcentajes, pero no hay

diferencia estadisticamente significativa entre los tres tratamientos evaluados.
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SUMMARY

The electroporation is an alternative system for the reduction of bacterial load
in food, which consists in the formation of pores in the wall of the membrane of the
bacteria to increase the permeability of these and allow the entry of extracellular
fluid to the intracellular space, in order to inactivate microorganisms and provide to
the final consumer food more healthy and without processes that alter the physical,
chemical composition and nutritional status in this case of the fresh cow's milk.

Use for this research three different treatments in the application of electrical
current of one hundred and ten volts in fresh milk, different time and frequency,
with the purpose of demonstrate that electricity is able to reduce the bacterial load

and at the same time determine which of the three is the most effective treatments.

The treatment with better results was the number three, reducing the bacterial
load in the ninety percent of the samples, the momentum of electrical current of
One hundred and ten volts was applied intermittently for one second, with periods

of rest of three seconds, during five minutes.

Despite the fact that only two in three samples of the treatments reduced the
bacterial load to fifty percent, as had been established on the assumption, all
treatments are effective in different percentages, but there is no statistically

significant difference between the three treatments.
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FIGURA 1 CONTROL DE TEMPERATURA EN GRADOS
CENTIGRADOS DE LAS MUESTRAS INICIALES Y DE LAS MUESTRAS

DESPUES DE HABER APLICADO LOS TRES TRATAMIENTOS
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Fuente: Elaboracion propia

FIGURA 2 CONTEO DE UFC/m| DE LAS MUESTRAS INICIALES Y DESPUES
DE HABER APLICADO LOS TRES TRATAMIENTOS
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Fuente: Elaboracion propia
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Elaboracion del aplicador de electricidad

FIGURA 3 RECIPIENTE PLASTICO HERMETICO CON
TAPADERA'Y CAPACIDAD PARA 2 LITROS

<>

Fuente: Elaboracion propia

FIGURA 4 CABLE # 12 FIGURA 5 VARILLAS DE COBRE
CALIBRE 10

Fuente: Elaboracion propia Fuente: Elaboracion propia

FIGURA 6 ESPIGA FIGURA 7 INTERRUPTOR DE CORRIENTE

N

Fuente: Elaboracion propia Fuente. Elaboracion propia

FIGURA 8 CINTA DE AISLAR FIGURA 9 TAPONES DE HULE

Fuente: Elaboracion propia Fuente. Elaboracion propia
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Instrucciones para la fabricacion del aplicador de corriente eléctrica

Paso 1: Marcar por la parte de afuera en el recipiente la medida para 1 litro.

Paso 2: Perforacion de 4 agujeros, 2 por lado, centrados en cada mitad de la
tapadera a una distancia de 10 cm. uno del otro, con barreno y broca 5/32" para
colocar los tapones de hule, que servirdn como aislantes de calor producido por el
paso de corriente eléctrica.

Fuente: Elaboracion propia

Paso 3: Las varillas de cobre se doblan en forma de u y se remueven 3 cm.
del forro de hule en la mitad de la u para unir el cable que conducira la corriente
eléctrica, se procede a eliminar 12 cm. del forro de hule de las puntas, las que

estaran en contacto con el liquido al momento de conectarlo.

Fuente: Elaboracion propia
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Paso 4: Los cables que conduciran la corriente eléctrica se unen a la espiga,

el de color rojo conducird la corriente eléctrica y el cable azul sera neutro (tierra).

s —

Fuente: Elaboracion propia

Paso 5: El interruptor de corriente eléctrica se colocara a 45 cm. del final del
cable rojo (corriente). El largo total de los cables dependera de la distancia que
sea necesaria para alcanzar la fuente de corriente eléctrica mas cercana. En este

caso se emplearon cables de 1.30 metros de largo.

Fuente: Elaboracion propia
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Paso 6: Se une a la primera u el cable rojo (corriente) con cinta adhesivay a
la segunda u el cable azul (tierra) también con cinta adhesiva.

© ®

Fuente: Elaboracion propia

Paso 7: Se instalan los electrodos uno frente al otro en los agujeros con
hules que funcionan como aislantes. Todas las uniones entre cables deben de

estar bien cubiertas por cinta adhesiva.

Fuente: Elaboracion propia
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Normas Basicas de Uso y Seguridad

Antes de conectar el aplicador de corriente eléctrica es necesario tomar en

cuenta:

e Todas las uniones de cables y alambres deben de estar bien cubiertas con
cinta adhesiva.

e El interruptor debe de permanecer apagado hasta el momento de ubicar la
tapadera sobre el recipiente con los electrodos.

e Por ningan motivo tocar los electrodos mientras el aplicador esté conectado a
la corriente eléctrica.

¢ No destapar ni tocar el contenido del recipiente, mientras el aplicador esté
conectado.

e Al finalizar cualquier tratamiento apagar el interruptor y desconectar de la
corriente eléctrica para poder retirar la tapadera del recipiente.

Figura 10 Diagrama de los tratamientos aplicados

Tratamiento # 1

0 min 5 min.

[

Corriente sin interrupciones

Fuente: Elaboracion propia

En este tratamiento se sometié la leche a corriente eléctrica por 5 minutos

continuos, es decir se dejo pasar la corriente de 110 voltios sin interrupciones.
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Tratamiento # 2

25 seg. 1 min. 25 seg. 1 min. 25 seqg. 1
. —> — —> —> —> —>
min. 25 seg.
Corriente por 25 segundos y descanso de 1 minuto, para un total de 5

repeticiones

Fuente: Elaboracion propia

La corriente eléctrica se aplico durante 25 segundos y se detuvo a través del
interruptor por 1 minuto, luego se aplico de nuevo por 25 segundos y se volvio a
detener por 1 minuto, asi consecutivamente hasta llegar a las 5 aplicaciones de 25
segundos cada una, con un intervalo de 1 minuto de descanso entre aplicacion y

aplicacion.

Tratamiento # 3

1seg. 3seg. 1seg. 3seg. 1seg. 3seg. 1seg.
e I I . e e S N
3seg. 1seq.

Aplicacién de 1 segundo interrumpida por 3 segundos durante 5 minutos.

Fuente: Elaboracion propia
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En el dltimo tratamiento la energia se aplico intermitentemente por 1
segundo, cada 3 segundos, hasta completar un tiempo total de 5 minutos. Se
inicié dejando correr la energia por 1 segundo y se detenia el flujo de la misma por
3 segundos con ayuda del interruptor o switch, se emple6 la misma repeticion por
un tiempo total de 5 minutos.
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