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Resumen

Desde hace ya muchos afios, en la industria alimentaria, el tratamiento térmico ha sido el método
de inactivacion microbiana mas utilizado debido a la efectividad del tratamiento, el coste y la
facilidad para realizarlo. Sin embargo, Los tratamientos térmicos que se realizan son muy
intensos, lo que supone un coste econdmico y un impacto en la calidad final elevados. Esto ha
llevado a que, en busca de alternativas para poder reducir el tiempo de estos tratamientos, se haya
propuesto el uso de aceites esenciales. Sin embargo, el ser inmiscible en el agua ha resultado ser
un inconveniente, por lo que se ha empezado a utilizar en forma de nanoemulsion.

Por eso, en este trabajo se ha estudiado la termorresistencia de dos microorganismos, Listeria
monocytogenes y Salmonella Senftenberg. Para ello, se introdujo el medio y los microorganismos
en el termorresitdmetro Mastia a distintos tiempos y temperaturas. Se comprobé que, sobre todo
en L. monocytogenes, la nanoemulsion de citral causaba muy buenos resultados, dando una
reduccion de Ds;sc de 35,5 a 3,68 minutos, es decir, 9 veces. En Salmonella, aunque menor,
redujo su resistencia al calor, con un Dss de 25,63 a 13,56 minutos. En caldo de carne, por otro
lado, los resultados no fueron tan pronunciados. En L. monocytogenes el Dsys se redujo de 0,966
a 0,581 minutos, mientras que en S. Senftenberg el Dgoo fue de 3,90 a 3,63 minutos. La
disminucion de la termorresistencia en presencia de la nanoemulsion de citral permitiria optimizar
los tratamientos térmicos aplicados, reduciendo el tiempo y/o la temperatura de tratamiento y
manteniendo los mismos niveles de seguridad alimentaria para estos microorganismos. Estas
reducciones podrian llegar hasta un 40% del tiempo de tratamiento a una temperatura de 57,5°C
en el caso de L. monocytogenes en caldo de carne y serian incluso muy superiores si se considera
el efecto de la nanoemulsion de citral en la termorresistencia en agua de peptona tamponada. Estos
resultados ponen de manifiesto un posible uso de los aceites esenciales, en forma de
nanoemulsién, para reducir la intensidad de los tratamientos térmicos aplicados a los alimentos.

Abstract

Since many years, the heat treatments applied in the food industry have been the most used
microbial inactivation method due to the effectivity of the treatment, the cost and the facility to
make apply it. However, the heat treatments that are necessary to apply in order to ensure food
safety and to provide self-stable foods are too severe, which means expensiveness and major
quality. In search of alternatives to reduce the intensity of heat treatments, essential oils had been
found to be useful against microorganism. However, essential oils are hydrophobic, so it use is in
form of nanoemulsions has been proposed.

The objective in this research is to study the effect of the addition of nanoemulsioned citral to the
heating médium in the heat resistance of two microorganisms, Listeria monocytogenes and
Salmonella Senftenberg. The experiments were performed in the thermoresistometer Mastia at
different temperatures and sampling times. The results showed a great effect in L. monocytogenes,
with a reduction of Ds75 value from 1,74 to 0.196 minutes. In Salmonella, the reduction effect is
lower, but the Dgo value was still reduced from to 3,90 to 3,63 minutes. The reduction of the
thermoresistance with the nanoemulsion it makes possible the optimitation of the heat treatment
with the same levels of security. It’s posible to reach a 40% of reduction with L. monocytogenes

with a temperatura of 57,5 °C with the meat broth, and in buffered peptone water would be even
[ e e
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better. In meat broth, the results weren’t as good than in buffered peptone water. In L.
monocytogenes the Ds7 s value was reduced from 0,966 minutes to 0.581 minutes. S. Senftenberg,
the Deo value was reduced from 3.90 minutes to 3.63 minutes. The results shows that essential
oils might be used, in form of nanoemulsion, to reduced the intensity of heat treatments applied
to the aliments.

1. Introduccién

1.1.  Microorganismos patégenos

Se entiende por microorganismo patdgeno, a todo microorganismo que puede causar
enfermedades en el ser humano. Entre estos microorganismos se pueden encontrar bacterias,
virus, hongos, protozoos y priones. Estos microorganismos patdgenos, y las toxinas que producen,
son los responsables de las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA), (FAO, 2020).
Los microorganismos pueden aparecer a lo largo de toda la cadena alimentaria, (Espinosa et al.,
2015). Las ETA se pueden dividir a su vez en tres tipos:

- Infeccion: se produce al consumir alimentos con el microorganismo patdgeno vivo,
multiplicandose en el tubo digestivo, de manera que el alimento solamente actia como
portador del microorganismo. (Ros y Bustillo, 2009).

- Intoxicacién: la intoxicacion se debe al consumo de un alimento que presenta toxinas
producidas por los microorganismos patdgenos. Estas pueden causar enfermedad sin la
necesidad de que el microorganismo esté presente (Ros y Bustillo, 2009 ).

- Toxiinfeccion: son aquellas que son transmitidas por alimentos y son causadas por
microorganismos patdgenos, de manera que se desarrollan en el tubo digestivo del
hospedador y alli producen sus toxinas. (Durich, 2002).

Cuando son producidas por alimentos de origen animal se denominan “zoonosis de
transmision alimentaria”.

Estas enfermedades pueden producirse tanto por bacterias, como por virus, o incluso parasitos y
suponen una gran problematica a nivel global debido a su gran impacto a nivel econémico y social
(Kopper, 2009).

Normalmente estas enfermedades suelen manifestar sintomas gastrointestinales, sin embargo, de
manera menos comun también pueden aparecer sintomas neuroldgicos, inmunoldgicos, etc. Se
estima gue aproximadamente una de cada diez personas contrae una enfermedad de transmisién
alimentaria cada afio, enfermando 550 millones de personas, siendo 220 millones nifios menores
de 5 afios (OMS, 2021).

Hay varios organismos encargados de regular la seguridad alimentaria (Gestion y Calidad, 2020),
estableciendo distintas pautas de actuacion con una serie de normas o requisitos que las distintas
empresas o establecimientos deben asegurar para su correcto funcionamiento:

CARLOS LEAL BOLARIN 2



- Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO): la
FAO es una agencia internacional a la que pertenecen mas de 130 paises, que tiene por
objetivo establecer una seguridad alimentaria comun y poner fin al hambre.

- Organizacion Mundial de la Salud (OMS): la OMS es una organizacion internacional que
tiene como objetivo luchar contra las distintas enfermedades que atacan a los seres
humanos y se fundo en 1948.

- European Food Safety Authority (EFSA): la EFSA es una agencia que fue fundada por la
Union Europea, pero que opera independientemente de su legislacién y sus instituciones
ejecutivas. Fue fundada en 2002 debido a una serie de crisis alimentarias ocurridas en los
noventa, y tiene como objetivo prevenir riesgos de nivel alimentario (EFSA).

- Agencia Espafiol de Seguridad Alimentaria y Nutricion: (AESAN): la AESAN es un
organismo auténomo que esta adscrito a los ministerios de Consumo, de Sanidad y de
agricultura y Alimentacion con el objetivo de promover la seguridad alimentaria en
Espafia mediante la informacion sobre el sector agroalimentario y educando sobre la
nutricion (Aesan - Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion).

Entre las bacterias patdgenas mas comunes, se encuentran Salmonella y Listeria.

1.1.1. Salmonella

Salmonella se describe por primera vez ya a principios del 1800, cuando, investigando las causas
de muerte de pacientes por lesiones gastrointestinales, se hablaba de la fiebre tifoidea. Pero no
seria hasta 1860, cuando Karl Joseph Eberth (1835-1926), descubrid e identifico por primera vez
la enfermedad, conociéndola por Eberthella Typha_(Dunlop. R.H; Williams, D.I, 1996). Fueron
Daniel EImer Salmon (1850-1914), y Theobald smith (1859-1934), los que la describirian por
primera vez como Salmonella typhi (Ledermann D., 2003). No obstante, fue finalmente el
bacteridlogo francés Joseph Ledn Marcel Ligniéres (1868-1933) el que propuso aunar a todas
estas bacterias como Salmonella (Dunlop, R.H., Williams 1996).

Salmonella es una bacteria que entra dentro de la familia de las Enteribacteriaceae, esta
constituida por bacilos gramnegativos anaerobios facultativos. Hay dos especies, Salmonella
bongori_y Salmonella enterica, los cuales presentan a su vez mas de 2500 serotipos. A su vez, S.
enterica estd compuesta por seis subespecies (tablal.1):

CARLOS LEAL BOLARIN 3



Taxonomia (forma de escrtura) v nomenclatura

Género Especie (Ttdlica) Subespecie Serotipo (o Nimeros de
(Mawiscula e (itdlica) serovariedad)  serotipos en
Ttalica) Mayuscula sin cada espede o
italica subespecie
Salmonealla arferica antarica (1) Chalerassuis, 1586
Enteritidis,
Paratvphi,
Twvphi,
Twphimurium
salamae(Il) 522
arizonae (111a) 102
diarizonae (11Ib) 33
hourenae (IV) 76
mdica (V1) 13
bongori 22

Tabla 1.1: Taxonomia de Salmonella en género, especies, subespecies y serotipos. Fuente: (Lopez y Bueno,
2019).

La salmonelosis es la enfermedad provocada por Salmonella. El periodo de incubacién es por lo
general entre 12 y 36 horas, durando la enfermedad entre 2 y 7 dias. Los sintomas a menudo son
leves y no requiere de tratamiento especifico. Sin embargo, en nifios pequefios y ancianos, estos
sintomas podrian agravarse (OMS, 2021). Entre los sintomas se encuentran dolor abdominal,
diarrea, nausea y, a veces, vomitos. En la mayor parte de los casos se trata de sintomas leves, pero
en nifos y ancianos pueden llegar a ser bastante graves.

Estan presentes en las aves de corral, los huevos, porcino y vacunos. Sin embargo, sin los
controles e higiene necesarios, pueden llegar a aparecer en productos procesados o
establecimientos de comida (OMS, 2021).

Segun la EFSA, en 2019 se notificaron 87,923 casos de salmonelosis en seres humanos en Europa,
igualandose los numeros a 2018. Estos numeros han sido constantes durante los ultimos cinco
afios, desde 2015. Es la segunda infeccidn gastrointestinal que mas afecta a seres humanos en
Europa, después de la campylobacteriosis (European Food Safety Authority and European Centre
for Disease Prevention and Control, 2021).

Para prevenir contaminaciones por Salmonella, es importante mantener unas medidas de higiene
adecuadas, como asegurarse de cocinar bien los alimentos antes de la ingesta, higiene de manos
y, sobre todo, evitar contaminaciones cruzadas mezclando distintos tipos de alimentos o usando
los mismos utensilios para cortar dos alimentos diferentes. En la actualidad, se estan implantando
medidas a nivel de produccion primaria, dada la importancia que ha cobrado el control de la
poblacion de gallinas portadoras de Salmonella y asintométicas en la transmision de la
enfermedad (EFSA, 2021).
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1.1.2 Listeria

El descubrimiento de Listeria se remonta a 1924, cuando, investigando sobre la muerte en
extrafias circunstancias de conejos y cerdos de Guinea, Murray et al descubrieron que la bacteria
que los causaba todavia no habia sido descrita, por lo que la bautizaron como Bacterium
monocytogenes, (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2016). Casi al mismo tiempo, James Pirie describid
lo mismo en un roedor en estado febril en Kenia, y llam6 al bacilo Listerella hepatolytica
(Olivares, 2009). No fue hasta 1957 cuando esta confusion fue resuelta por el taxénomo aleman
Heinz Seeliger, que propuso el nombre de Listeria monocytogenes, en honor a Joseph Lister,
considerado uno de los padres de la microbiologia (Olivares, 2009).

Listeria es una bacteria que entra dentro de la familia Listeriaceae, constituida por bacilos gram-
positivos, en forma de varilla. Son anaerobios facultativos y no producen endosporas (Murray,
Rosenthal and Pfaller, 2016). La especie mas conocida es L.monocytogenes, patdgeno causante
de la listeriosis. Sin embargo, Listeria se divide a su vez en 16 especies, 6 de las cuales estan
incluidas en el grupo de L.monocytogenes, (Jones y Seeliger, 1986). Las 17 especies que
constituyen el género Listeria son: L. monocytogenes, L. cornellensis, L. seeligeri, L. grayi, L.
welshimeri, L.innocua, L. marthii, L. fleishchmannii, L. aquatica, L. rocourtiae, L. newyorkensis,
L. weihenstephanensis, L. riparia, L. booriae, L. ivanovii, L. floride y L. grandensis. Sin embargo,
las Unicas especies de Listeria invasivas identificadas hasta la fecha son L. monocytogenes y L.
ivanovii.

La listeriosis es considerada una de las enfermedades transmitida por los alimentos mas graves a
pesar de ser poco comun (0,1 a 10 casos anuales por millén de personas, variando esta cifra en
funcion del pais y la region). La razon es que, a pesar de ser relativamente rara, la tasa de
mortalidad es elevada. Hay dos tipos de listeriosis con distinta sintomatologia:

- Listeriosis no invasiva: entre los sintomas mas comunes se encuentran la fiebre, la diarrea,
dolor de cabeza y dolor muscular. Tiene un periodo de incubacion corto y proviene de la
ingesta de alimentos con L. monocytogenes (OMS, 2021).

- Listeriosis invasiva: es una forma mas severa que afecta a diferentes grupos de riesgo
como pueden ser personas inmunodeprimidas, nifios, ancianos 0 mujeres embarazadas.
En estos grupos, la mortalidad asciende al 20-30%. Los sintomas son fiebre, mialgia,
meningitis, etc (OMS, 2021).

Aproximadamente se notifican en Espafia entre 300-400 casos anuales de listeriosis,
produciéndose aproximadamente un 9% de defunciones. Suelen ser casos esporadicos, de
pequefos brotes intrafamiliares, o transmisién vertical (de madre a recién nacido). La mayoria de
casos notificados rondan los 65-70 afios de edad (Ministerio de sanidad, 2019).
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1.2 Conservacién de alimentos mediante tratamientos térmicos

En el procesado de alimentos, es necesario asegurar la calidad y trazabilidad alimentaria de
manera que los alimentos puedan ser conservados durante mas tiempo, en las mejores condiciones
posibles. Aunque existen una diversa cantidad de técnicas de procesado de los alimentos, el
tratamiento térmico es una de las estrategias mas efectivas debido a los excelentes resultados que
consigue en periodos relativamente cortos de tiempo (IAA, 2020).

Los tratamientos térmicos se producen mediante la transferencia de calor, proceso mediante el
cual un cuerpo transmite su energia a otro cuerpo de menor temperatura (Perez Reyes et al, 2013).

Existen tres medios de transferencia de calor:

Conduccidn: la transferencia de calor por conduccion se debe al movimiento de las moléculas sin
que exista un movimiento del material en si. (Young, Freedman, 2008). En la conduccién
intervienen dos cuerpos a distinta temperatura, apareciendo un gradiente entre estas y
desplazandose la energia desde el cuerpo que posee mas (Perez Reyes et al, 2013), de manera que
la conduccion se produce como un intercambio de energia cinética entre las moléculas de ambos
cuerpos (lguaz, 2020).

Conveccidn: la conveccion se produce cuando existe un desplazamiento de masa entre dos puntos
(Young, Freedman, 2008). Se da en mayor medida cuando las moléculas estdn mezcladas unas
con otras y en régimen turbulento (Iguaz, 2020)

La conveccion puede ser natural, cuando el movimiento del fluido resulta de la diferencia de
temperatura, que a su vez provoca una diferencia de densidad; o forzada, cuando el movimiento
es provocado por un equipo mecéanico como un agitador (Iguaz, 2020)

Radiacion: la transferencia de calor por radiacion se produce cuando interviene radiacién
electromagnética (Young, Freedman, 2008). Al producirse radiacion desde un foco, otro distinto
absorbe parte de esa radiacion, lo que provoca un aumento en su temperatura (Iguaz, 2020).

Cualquier cuerpo que recibe una energia radiante tiene la capacidad de reflejarla, transmitirla y
absorberla, lo que se conoce como reflectividad, transmitividad y absortividad.
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Dentro de los tratamientos térmicos, existen cuatro tipos que son los mas importantes debido a su
uso frecuente en la industria alimentaria:

- Escaldado o blanqueado: es una técnica muy empleada en hortalizas y frutas, ya que se
obtienen muy buenos resultados en cuanto a la inactivacion enzimatica, que propicia
cambios en las propiedades organolépticas del alimento en cuestion.

Consiste en un tratamiento térmico suave, que ronda en torno a los 70-100°C y su
duracion puede variar entre 1 a 15 minutos en funcion del tipo de alimento, el tamafio y
el volumen del producto (Castro Rios, 2012).

Cabe destacar que esta técnica suele ir previa a un segundo tratamiento y que no alarga
la vida util de los alimentos,su objetivo no es la inactivacion microbiana.. Ademas, se
utiliza muchas veces para facilitar el pelado, como en el caso de los pimientos (Ros &
Bustillo, 2019).

- Coccion: la coccion es un proceso mediante el cual no se destruye la actividad
microbiana, sino que se pretende actuar sobre las propiedades del alimento en si, como
variaciones en la terneza de la carne o del color en las frutas y hortalizas (Casp
Vanaclocha and Abril Requena, 2003).

- Pasteurizacién: la pasteurizacion es un proceso mediante el cual se produce la
inactivacion microbiana de un alimento mediante la exposicion de este a altas
temperaturas. El tiempo de exposicion y las temperaturas variaran en funcién del
microorganismo gue se quiera eliminar (Castro Rios, 2012).

El rango de temperaturas mas comdn es de unos 72°C si se desea una pasteurizacion
rapida (15-20 segundos); para la cual se utilizan intercambiadores de calor, 0 63°C, para
una pasteurizacion lenta (30 minutos); para la cual son necesarios tanques de
pasteurizacion (Castro Rios, 2012)

- Esterilizacion: la esterilizacién es un proceso térmico mediante el cual se exponen
alimentos a muy altas temperaturas con el objetivo de eliminar aquellos microorganismos
gue son mas resistentes, como pueden ser bacterias esporuladas (Casp Vanaclocha and
Abril Requena, 2003).

Después de la esterilizacion, se envasan los alimentos en ambientes estériles o asépticos
con el fin de evitar contaminaciones posteriores. Son utilizadas temperaturas que oscilan
en un rango de 135-150°C mediante la accion de vapor en estado de saturacion seco. Mas
tarde, se debe realizar un enfriamiento rapido aprovechando el intercambiador de calor
en un intercambio regenerativo (Castro Rios, 2012).
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Aunque la aplicacion de tratamientos térmicos a los productos alimentarios aporta una
gran variedad de ventajas, sobre todo en cuanto a seguridad alimentaria se refiere por la
inactivacion de los microorganismos, el uso de estos tratamientos puede afectar en gran
medida a la calidad de los alimentos. Por este motivo se buscar utilizar tecnologias
emergentes que puedan ser alternativas a los tratamientos térmicos, como las altas
presiones, las microondas o los tratamientos combinados, con el fin de reducir la
intensidad de los tratamientos térmicos y reducir el impacto en las propiedades
organolépticas de los productos.

1.3. Cinética de inactivacién microbiana. Dry Z.

A lo largo de los afios, se han desarrollado multitud de técnicas asociadas a la inactivacion
de los microorganismos con el fin de asegurar la inocuidad de los alimentos. De esta
manera, no solo han aparecido nuevas técnicas emergentes alternativas de los métodos
mas clasicos, sino que se han optimizado los métodos més tradicionales para reducir su
coste, tiempo y efectos adversos.

Para lograr esta mejora en la efectividad de los tratamientos, no solo ha sido necesaria la
investigacion y mejora de estas técnicas, ya que el estudio de los microorganismos y sus
parametros cinéticos han servido para poder afinar los procesos. (Coronel, Aguilera et al,
2009). La encargada del estudio y desarrollo de los modelos matematicos que permiten
predecir el comportamiento de los microorganismos cuando son sometidos a la accion de
un agente letal es la microbiologia predictiva, haciendo un uso combinado de la biologia,
las matematicas y la estadistica (Samuel Lima, 2017)

En principio, para poder hacer una descripcion del comportamiento de estos
microorganismos frente a los diferentes tratamientos, se utilizaban modelos lineales,
como la cinética de primer orden, que establece que la resistencia de los microorganismos

se puede modelizar segun una relacion exponencial entre el nimero de microorganismos
supervivientes y el tiempo del tratamiento aplicado (Coronel, Aguilera et al, 2009).

La ecuacién 1.1 representa la destruccion de los microorganismos siguiendo una cinética
de primer orden:

N =N, e * (ec 1.1)

Donde:

N= Numero de microorganismos que siguen vivos tras un tiempo “t” de tratamiento
mientras se mantiene una temperatura constante.

No= NUmero de microorganismos vivos antes de comenzar el tratamiento.
k= Constante de inactivacion microbiana.

t= Tiempo de tratamiento.
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La cinética de primer orden establece que existe una proporcionalidad entre el logaritmo
de los microorganismos que sobreviven y el tiempo al que estan expuestos al tratamiento.

Por lo tanto, si se aplican logaritmos a esa misma ecuacion y se representan graficamente,
se podria observar esa proporcionalidad, obteniéndose la grafica de supervivencia, la cual
es una linea recta (figura 1.1):

10.000(4) 4

Grafica de
1.000(3) supervivencia

3 100 (2)

10(1) 4

tiempo

Figura 1.1: Gréafica de supervivencia de los microorganismos. Fuente: (Palop, 2007).

Aplicando logaritmos neperianos a la ecuacién 1.1, esta quedaria asi (Ecuacion 1.2):

Ln=Ln No — kt (ec 1.2)

Por tanto, con esta ecuacién se puede representar el nimero de microorganismos que resisten a
un tiempo dado conociendo el nimero inicial de microorganismos presente y su constante de
inactivacion. Esta inactivacion microbiana se realiza de manera progresiva a lo largo del tiempo.

El hecho de que la cinética de inactivacion microbiana por calor siga una cinética de primer orden
implica que, al menos matematicamente no es posible inactivar completamente una poblacion de
microorganismos, ya que esta cinética tiende a cero, pero nunca llega, es decir, en la grafica no
se puede representar un valor de N=0.
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Como no es posible representar el tiempo en el que se da la inactivacion microbiana completa, ya
que se esta representando en forma logaritmica, se utiliza el concepto de “tiempo de reduccion
decimal” (Dr) como sustitucion. El D+ establece cual es el tiempo necesario, a una temperatura
constante, para que el nimero de microorganismos supervivientes caiga en un 10% del valor
inicial, o lo que es lo mismo, en una unidad logaritmica.

El tiempo de reduccion puede calcularse como en la ecuacion 1.3:

_t .. No) _ t
Dr= —1og(’1‘\’,—‘z) 0; log (Nt) — (ec 1.3)

Donde:
No= NUmero inicial de microorganismos.

N(t)= Numero de microorganismos a tiempo t.

_ 2303

D= T (EC 14)

Ecuacion resultante al realizar la conversion de los logaritmos neperianos a los logaritmos
decimales.

De la misma manera, para conocer la temperatura necesaria para poder reducir Dt una décima
parte, es decir, una reduccion logaritmica, se emplea el valor z, el cual se puede calcular de la
siguiente forma (Ecuacion 1.5):

AT
1=
logDrz—logDry

(Ec 1.5)

Donde:
AT es la diferencia entre las temperaturas T1y T2.
Log D es el logaritmo del valor D a la temperatura 1.

Log D es el logaritmo del valor D a la temperatura 2.
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log D

10
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Yy v
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temperatura

Figura 1.2: Gréfica de termodestruccion del microorganismo. Fuente: (Palop,2007).

El valor z se puede hallar conociendo la pendiente de la grafica de termodestruccion (figura 1.2),
ya que es igual a la inversa de esta.

Estos valores no son estaticos, es decir, cada microorganismo posee sus propios valores Dty zen
funcion de la resistencia que tengan ellos en los diferentes tratamientos, y los medios en los que
se cultiven. Por ejemplo, la resistencia de un microorganismo esporulado es mucho mayor que la
de una bacteria vegetativa. Incluso entre microrganismos semejantes las resistencias pueden
varias bastante. Como por ejemplo con los gramnegativos, los cuales ser menos resistentes al
calor que los grampositivos.

1
CARLOS LEAL BOLARIN 11



1.4. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AEs) cada vez tienen méas importancia en la industria, debido a su origen
puramente natural, que se ve incentivado por la preferencia actual de los consumidores por
aquellos productos que tienen un origen mas natural, frente a los aditivos sintéticos y a la gran
variedad de aplicaciones que se les puede dar. (Campezo, 2016)

Los AEs son metabolitos secundarios producidos como respuesta al mecanismo de defensa de
las plantas. Los AEs han sido utilizados durante muchos afios para diferentes fines, ya sea como
productos cosméticos, ya empleados en antiguas civilizaciones como los egipcios, o para evitar
el crecimiento de microorganismos como, bacterias y hongos en alimentos procesados (Aljaafari
et al., 2019)

Los AEs estan presentes en una gran multitud de plantas, pudiendo llegar a aislarse desde
diferentes partes de esta: en las raices (azafran, circuma), en las hojas (albahaca, eucalipto), en
el fruto (lim6n, mandarina), en el tallo (canela), etc, (Martinez M, 2001).

Hace 500 afios, ya existian métodos para extraer los aceites esenciales de las plantas. Sin embargo,
a lo largo de los afios se han ido refinando las distintas técnicas para la obtencién de los AEs de
una forma mas rapida y eficaz. Una de estas técnicas consiste en la hidrodestilacion (Aljaafari et
al., 2019).

Los AEs generalmente son volatiles, se denominan aceites pese por si caracter liposoluble, poseen
un sabor y olor llamativo, generalmente agradable, lo cual hace que se utilicen como sustancias
aromatizantes (Maté, 2016). Presentan un estado liquido a temperatura ambiente y presentan un
color ligeramente amarillento al extraerse. Son liposolubles, pero se pueden solubilizar en alcohol
o disolventes organicos.

El caracter antimicrobiano de estos AEs proviene sobre todo de la presencia de compuestos
volatiles bioactivos, siendo estos el 90-95% de su composicidn, como monoterpenos,
hidrocarburos sesquiterpénicos, alcoholes, ésteres, aldehidos, etc. El otro 5% restante corresponde
a los compuestos no volatiles, como las cetonas, hidrocarburos, esteroles, carotenoides, etc,
pudiendo variar entre cada aceite esencial o incluso en qué parte de la planta se encuentre. (Maté,
2016). Debido al caracter hidrofobico de los AEs, estos parece que tienen un mayor efecto en
Grampositivas que en Gramnegativas. Esto se debe a que los AEs son capaces de interactuar con
la membrana de las células. Sin embargo, las Gramnegativas poseen una pared celular hidrofilica
gue impide esta interaccion (Somrani, 2020).
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1.4.1 Citral

El citral es un aldehido monoterpenoide aciclico que se puede encontrar de manera natural en
algunas hojas y frutos de algunas plantas como pueden ser el limonero o el naranjo. Esta
constituido por dos isémeros, que son el neral y el geranial, responsables del caracteristico aroma
a limén, que se utiliza en algunos casos como saborizante. Es por esto que es considerado como
un aditivo seguro, ya que no presenta riesgo alguno para el consumidor. Ademas, es muy conocido
por su gran efecto antimicrobiano al combinarlo con otros tratamientos (Somolinos et al., 2010).

El citral es uno de los compuestos aromatizantes mas utilizado en la industria, ya que esta presente
en alimentos, cosméticos, cremas dentales, chicles, etc. El citral se suele extraer generalmente de
hierba luisa o jengibre y posee un intenso aroma a limon. El citral ha sido objeto de estudio en
numerosas ocasiones como antimicrobiano natural, como antioxidante y como conservante de
alimentos (Tafur, 2019).

El aceite esencial en concreto que se ha usado para este trabajo es (3,7- Dimethyl- 2,6-octadienal,
siendo una mezcla entre los dos isémeros, neral y gerania. Tiene ligero tono amarillento y presenta
un estado liquido.

1.4.2 Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones son dispersiones de dos liquidos inmiscibles, ya sean agua en aceite (W/O)
0 aceite en agua (O/W) y son termodindmicamente inestables. (Singh et al., 2017). Una
nanoemulsién presenta un tamafio de particula por debajo de los 200nm, por lo tanto, aquellas
que presentan gotas con el tamafio suficiente para sedimentar se les considera emulsiones
(Alvarado Lépez y Medina Lezama, 2019).

Al tener un tamafio de gota tan pequefio, las nanoemulsiones se vuelven transparentes o
translicidas. Entre las propiedades de las nanoemulsiones se encuentran la alta estabilidad
cinética, que viene dada por la formulacién fisicoguimica, la composicion y la distribucion y
tamafio de gota (Maté, 2016).

Para la obtencidn de las nanoemulsiones se requieren altas cantidades de energia, ya que las
mezclas de liquidos inmiscibles son sistemas termodindmicamente inestables. La energia puede
ser suministrada por distintos métodos:

- Métodos de dispersion: Son los métodos que utilizan la energia cinética, por lo que
dependen del tiempo y la energia que se aplique. Se suelen utilizar equipos de
ultrasonidos o de homogeneizacidon de alta presion.

- Métodos fisicoquimicos: Estos métodos consisten en cambiar el equilibrio
termodinamico entre un sistema modificando ciertas variables del sistema con el objetivo
de crear un desequilibrio con la energia suficiente para que se produzcan transiciones de
fase que produzcan emulsiones con tamafios de gota reducidos. Un método que se utiliza
es el de Temperatura de Inversién de Fase. (Maté, 2016).
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Se tiene constancia de que los aceites esenciales tienen un mayor efecto antimicrobiano cuando
se utilizan en forma de nanoemulsién, debido a la capacidad de estas de penetrar debido al tamafio
de gota asi como la reduccion de las alteraciones en las propiedades organolépticas con respecto
al aceite esencial puro.

2. Justificacién y objetivos

Cada vez son mas las empresas e industrias agroalimentarias que apuestan por dar productos mas
seguros con el minimo procesado posible. Esto se debe a que hay un aumento en la demanda de
productos naturales por parte de los consumidores. Esta tendencia ha originado que la industria
agroalimentaria busque formas alternativas de procesar los alimentos que alteren lo minimo
posible el producto.

Para garantizar la conservacion e inocuidad de un alimento se deben inactivar aquellos
microorganismos que puedan causar algun tipo de alteracion a las propiedades del alimento, asi
como comprometer su inocuidad. EI método mas comun realizado hoy en dia es el tratamiento
térmico, debido a sus buenos resultados en periodos de tiempo relativamente cortos. El problema
de estos tratamientos es que, a pesar de ser relativamente cortos, las altas temperaturas a las que
son sometidos estos alimentos alteran sus caracteristicas organolépticas, lo cual puede repercutir
en un detrimento notable en la calidad del producto.

Por esta misma razén la industria alimentaria necesita de diferentes alternativas que puedan bien
sustituira los tratamientos térmicos por otros tipos de procesado que tengan un efecto menor sobre
la calidad del alimento, o bien reducir el tiempo de exposicion del producto al tratamiento térmico,
0 ambas. Este trabajo se enmarca dentro de los estudios que pretenden reducir la intensidad de los
tratamientos térmicos, estudiando el uso de citral combinado con un tratamiento térmico y
observando asi el impacto que tiene en la resistencia microbiana al calor. Debido al caracter
hidrofobico de los aceites esenciales, que dificulta su distribucién homogénea en medios acuosos.
se propone el uso de citral en forma de nanoemulsion.

Asi pues, el objetivo principal de este trabajo es tratar de reducir la intensidad de los tratamientos
térmicos aplicados a los alimentos mediante la adicion de citral en forma de nanoemulsion,
manteniendo las mismas garantias de seguridad alimentaria.

Este objetivo principal se desglosa en los siguientes objetivos parciales.

- Conocer el efecto de la adicion de la nanoemulsion de citral en la resistencia de dos
microorganismos patdgenos de transmision alimentaria, Salmonella Senftenberg y
Listeria monocytogenes, utilizando un medio de cultivo preparado en el laboratorio (agua
de peptona tamponada).

- Conocer el efecto de la adicion de la nanoemulsion de citral en la resistencia de esos dos
mismos microorganismos en un caldo de carne.

- Optimizar el tratamiento térmico en base a los resultados obtenidos.
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3. Materiales y métodos

3.1 Microorganismos utilizados

Estos experimentos se han realizado con dos microorganismos, Listeria monocytogenes CECT
4032 y Salmonella enterica serovariedad Senftenberg CECT 4565 proporcionados por la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espafia). Ambos microorganismos se
mantuvieron en crioconsevacion en tubos Eppendorf con un 30% de gliceriol como crioprotector
a una temperatura de -80C con el fin de poder mantenerlos en correctas condiciones hasta su
posterior uso.

3.2 Medios utilizados para la investigacién

Para realizar los experimentos han sido necesarios distintos medios de cultivo y reactivos para
realizar las distintas actividades en las que estaban compuestas:

- Agua de peptona tamponada (APT). (Scharlab, Barcelona, Espafia.)

- Agar de triptona y soja (Triptone Soy Agar, TSA). (Scharlab, Barcelona, Espafia).
- Aceite esencial de citral (Sigma-Aldrich Chemie, Steinhein, Alemania.

- Lecitina de soja (Korott, Alicante, Espafia).

- Caldo de triptona y soja (Triptone Soy Broth) (Scharlab, Barcelona, Esparia).

- Caldo casero de carne (Gallina blanca, Barcelona, Espafia).

3.3 Elaboracion de nanoemulsion de Citral

El ultraturrax es el equipo mediante el cual se preparan las nanoemulsiones. La manera de
preparar la nanoemulsion es mediante el método de homogeneizacién. El gran rango de
velocidades que alcanza el ultraturrax consigue romper las gotas de aceite en otras mas pequefias
gracias a la fuerza de cizalla.

Lo primero a realizar para la elaboracion de la nanoemulsién de citral es hidratarla lecitina de
soja, debido a que esta viene deshidratada y en forma de granulo. Para ello, se deben pesar 10
gramos de lecitina, a los que se le afiade 20 mL de agua destilada. Después se introduce la mezcla
de un bafio de agua a 50°C y se mantiene a una temperatura durante una hora.
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El siguiente paso consiste en mezclar homogéneamente la disolucion de lecitina, lo que se realiza
con el ultraturrax durante cinco minutos.

Para preparar 20 mL de una disolucion de 1 M de citral en un tubo falcon, se afiaden 2,5 gramos
de la disolucion de lecitina de soja, 3,61 ml de citral y se enrasa a 20 mL con agua destilada. Esta
mezcla es llevada una vez mas al ultraturrax, esta vez durante 15 minutos, donde queda formada
definitivamente la nanoemulsion, que es almacenada a 4°C hasta su uso.

La nanoemulsion se mantuvo estable, sin observarse separacion de fases, durante todo el tiempo
que duro la investigacion.

3.4 Preparacién de los cultivos

Los cultivos con los que se ha trabajado en el laboratorio estaban en crioconservacion a -80°C. Se
recogieron las dos muestras conservadas en tubos Eppendorf y se sembraron con asas de siembra
en estria por agotamiento, en placas con TSA. Después, se dejaron crecer en una estufa a 37°C
durante 24h para obtener colonias aisladas sin evidencia de crecimientos andmalos o de otros
microorganismos. Para asegurar que los cultivos no se estropeaban, se volvian a sembrar cada
semana en placas distintas por el mismo método descrito anteriormente.

Del cultivo se cogia una colonia aislada que era inoculada en tubos de 5mL de TSB, los cuales se
incubaban en la estufa durante 24h a 37°C con el fin de que alcanzara el crecimiento estacionario
y una concentracion aproximada de 10° UFC/mL para la realizacion del experimento al dia
siguiente.

3.5 Tratamiento térmico

Los experimentos se realizaron mediante un termorresistdbmetro Mastia (Conesa et al., 2009);
(figura 3.1) el cual es un equipo que ha sido disefiado y patentado por la propia Universidad
Politécnica de Cartagena (Patente espafiola 2003025259). El equipo consiste en un pequefio vaso
de aproximadamente medio litro de capacidad al cual se le afiade el medio de calentamiento junto
al microorganismo que se inocula. Antes de inocular el microorganismo, se programa el
tratamiento térmico deseado con diferentes curvas si asi se quisiera. Después, se pueden sacar
muestras manualmente o programarlas para el estudio de resistencia del microorganismo (UPCT,
2020).
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Figura 3.1: Termorresistometro Mastia. (Conesa et al., 2009).

El termorresistometro varia su temperatura gracias a una resistencia que existe en el interior para
calentarse y a un serpentin de refrigeracion para disminuir su temperatura. Ademas, cuenta con
una hélice para homogeneizar el medio, una sonda de nivel para evitar que el vaso se vacie
completamente, un tubo de muestras para su extraccién y una sonda para registrar la temperatura.
Al estar presurizado el equipo, se pueden tomar muestras por debajo de los 100°C, con una
temperatura maxima de hasta 150°C.

En primer lugar, antes de comenzar un experimento, se debia limpiar correctamente el deposito,
tanto por el exterior como por el interior. Después, se retiraba desenroscando y se afiadia agua
destilada que se esterilizaba a 130°C durante dos minutos. Para ello, se encendia el
termorresistdbmetro. A continuacion, se seleccionaba la temperatura deseada, se encendia el
motor, se activaban los sistemas de calentamiento y enfriamiento, y se pulsaba el boton “run”,
para iniciar el programa. Una vez completada la esterilizacion, se pulsaba el boton de extraccion
de muestras para esterilizar el tubo de extraccion y se bajaba a 30°C, seleccionando el programa.

Con el equipo adecuadamente esterilizado y la temperatura ya a 30°C, se apaga el
termorresistdmetro, se desenrosca el depdsito y se repite el mismo proceso salvo que se afiade
esta vez el medio a investigar, en este caso agua de peptona tamponada o caldo de carne. Cuando
se utiliza agua de peptona tamponada, se vuelve a esterilizar el medio y, al bajar la temperatura,
ya estaria preparado el equipo para la realizacion del experimento. En el caso de caldo de carne
no hace falta esterilizar el medio.

Si se afadia citral, era necesario afiadirlo antes del microorganismo mediante una jeringuilla de
insulina. En todos los experimentos con citral, se utiliz6 una concentracién de 0,5 mM, por lo que
se afiadian 0,2 mL de la nanoemulsion 1M que habiamos preparado previamente (apartado 3.3).
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Para realizar el experimento, es necesario una jeringuilla Hamilton (figura 3.2) para inocular el
microorganismo, a una cantidad de 200 pL. Una vez se inocula el microorganismo, se empiezan
a sacar muestras en tubos de ensayo estériles del tiempo cero hasta el tiempo final, con unos
tiempos de muestreo que ya se habian planteado previamente teniendo en cuenta ciertas variables
como latemperatura a la que era sometido el microorganismo, el tiempo durante el que iba a estar,
el microorganismo o la presencia o no de citral.

Figura 3.2: Jeringuilla Hamilton.

Finalmente, se preparaban las diluciones que se requerian de cada muestra en agua de peptona
para facilitar el recuento, se sembraban en TSA mediante la técnica de homogeneizacion en masa
y se incubaban en posicidn invertida en una estufa a 37°C durante unas 24 horas, tras lo cual se
procedia al recuento de supervivientes.
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3.6 Recuento de microorganismos

Tras la incubacion, se debe realizar el recuento de colonias existente en las placas para poder
comprobar del nimero de supervivientes. Para ello se contd con un contador de colonias (figura
3.3).

El recuento se hacia en la dilucion mas adecuada en funcion del nimero de colonias que
aparecieran en las placas.

Figura 3.3: Contador de colonias automatico.

3.7 Analisis de datos

Una vez se dispone de los resultados del recuento de colonias de los experimentos realizados el
dia anterior, se pueden representar los datos en una hoja Excel. Para ello se representan el
logaritmo del nimero de supervivientes (log n) frente a los distintos tiempos. De esta manera se
obtienen las gréaficas de supervivencia del microorganismo a distintas temperaturas. Teniendo
estas graficas también se puede obtener el Dr, teniendo la ecuacién de la recta de la gréfica, sus
intervalos de confianza para el 95% vy los coeficientes de correlacion r, mediante la herramienta
analisis de datos en la hoja Excel.
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Para la obtencion de las gréficas de termodestruccion se represent6 en una hoja Excel los valores
Dt en funcidon de las distintas temperaturas utilizadas. A partir de estas gréficas de
termodestruccion se calcularon los correspondientes valores z, sus intervalos de confianza para el
95% vy los coeficientes de correlacion de las rectas de regresion.

Las ecuaciones de las rectas de regresion permiten también calcular los valores Dt con mayor
precision en cada una de las condiciones (con y sin citral), pues tienen en cuenta todos los valores
D+ utilizados en la grafica de termodestruccion. Asi pues, estas ecuaciones se utilizaron para
realizar los calculos relativos a la optimizacion de los tratamientos térmicos.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron experimentos con Listeria monocytogenes y Salmonella Senftenberg a diferentes
temperaturas en agua de peptona tamponada para caracterizar la resistencia de ambos
microorganismos. Las temperaturas escogidas fueron:

- 52,5°C, 55,0°C, 57,5°C y 60,0°C para Listeria.
- 55,0°C, 57,5°C, 60,0°C y 62,5°C para Salmonella.

Para cada temperatura se realizaron al menos dos repeticiones, tanto para los experimentos de
control como para los experimentos con la nanoemulsion de citral. Adicionalmente, se quiso
estudiar el efecto que tenia la nanoemulsién cuando se utilizaba en un caldo de carne, para lo cual
se realizaron experimentos, a 55,0°C en Listeriay a 57,5°C en Salmonella.

Al comprobar que en caldo de carne el efecto de la nanoemulsion de citral era mucho menos
pronunciado que en agua de peptona, se pensé homogeneizar el caldo de carne en el ultraturrax,
de manera semejante a como se hacia para la preparacién de la nanoemulsin, para evaluar si esta
accion tenia algun efecto interesante sobre la resistencia microbiana al calor de L. monocytogenes.
Una vez homogeneizado el caldo, se realizd un experimento de muestra control y otro aplicando
citral.
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4.1. Efecto de la adicidn de citral al agua de peptona tamponada en la
resistencia al calor de L. monocytogenes y S. Senftenberg

La figura 4.1, muestra las graficas de supervivencia de L.monocytogenes (fig 4.1A) y S.
Senftenberg (fig 4.1 B), en agua de peptona tamponada a 57,5°C, en presencia 0 no de una
nanoemulsion de citral de concentracion 0,5 mM. En ella se puede observar cémo se modifica la
resistencia al calor cuando se afiade citral en cada uno de los microorganismos.
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Figura 4.1: Gréficas de supervivencia de Listeria monocytogenes (A) y Salmonella Senftenberg (B) en
agua de peptona tamponada con (e) y sin (e) citral 0,5 mM a 57,5°C.

Aunque en ambos casos se puede percibir un aumento del efecto del tratamiento térmico cuando
se afade la nanoemulsion de citral, es en L. monocytogenes dénde méas impacto causa el aceite
esencial. Se puede observar que, mientras en la muestra de control se requiere de unos 10 minutos
para reducir 4 ciclos logaritmicos, en la muestra con nanoemulsion apenas harian falta dos
minutos. En cambio, en S. Senftenberg, para reducir 4 ciclos logaritmicos en la muestra de control
se necesitan unos 40 minutos, mientras que en la muestra en presencia de citral serian necesarios
unos 30 minutos. Por lo tanto, al afiadir citral, el tratamiento se reduce a una quinta parte en L.
monocytogenes, mientras que en S. Senftenberg seria tan solo un 25%. Es bien conocido que los
microorganismos Gram negativos como Salmonella son, en general, mas resistentes a los agentes
guimicos, como los aceites esenciales, que los Gram positivos, como Listeria monocytogenes
(Somrani, 2020) Esta mayor resistencia se ha atribuido tradicionalmente a la presencia en la pared
celular de las bacterias Gram negativas de la membrana externa de naturaleza lipoproteica
recubriendo al peptidoglicano. (Willey, 2020).
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En las siguientes tablas se muestran los resultados en todos los experimentos, su valor D+, y los
intervalos de confianza para el 95% superior e inferior, asi como el coeficiente de correlacion r.
En el anexo, se incluyen todas las graficas de supervivencia a partir de las cuales se han calculado
estos valores. La tabla 4.1, corresponde a los experimentos realizados con L. monocytogenes en
agua de peptona tamponada a los que no se les afiadio citral. La tabla 4.2 muestra los resultados
de los experimentos de L. monocytogenes en agua de peptona tamponada en presencia de la
nanoemulsidn de citral 0,5 mM. La tabla 4.3, muestra los resultados de los experimentos para S.
Senftenberg_cuando no se le hubo afadido la nanoemulsion. La tabla 4.4, corresponde a los
experimentos de S. Senftenberg en presencia de citral 0,5 mM.

Tabla 4.1: Valores D,, intervalos de confianza para el 95% y coeficientes de correlacién obtenidos a partir
de las graficas de supervivencia de Listeria monocytogenes en agua de peptona tamponada a diferentes
temperaturas.

Temperatura . 1.C. 95% (- I.C. 95% (+

(F‘,’C) Valor Dt (min) (min) ) (min)( ) r

52,5 19,3 13,7 32,7 0,991
52,5 24,3 18,3 36,0 0,994
55,0 17,0 14,5 20,4 0,989
55,0 13,5 8,55 31,5 0,983
57,5 2,43 1,80 3,75 0,982
57,5 1,88 1,32 3,26 0,974
57,5 1,88 1,34 3,13 0,983
60,0 0,771 0,397 12,8 0,956
60,0 0,233 0,113 1,27 0,933
60,0 0,143 0,099 0,256 0,972
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Tabla 4.2: Valores D,, Intervalos de confianza para el 95% y coeficientes de correlacién obtenidos a partir
de las gréficas de supervivencia de Listeria monocytogenes en agua de peptona tamponada a diferentes
temperaturas, en presencia de una nanoemulsion de citral, 0,5 mM.

Temperatura 1.C. 95% (- I.C. 95% (+

(E’C) Valor D+ (min) ) (min)( ) r

52,5 3,76 2,95 5,16 0,992
52,5 3,64 2,44 7,12 0,996
55,0 0,802 0,554 1,45 0,972
55,0 0,654 0,449 1,21 0,970
57,5 0,191 0,111 0,748 0,927
57,5 0,155 0,102 0,324 0,962
57,5 0,282 0,207 0,444 0,953
60,0 0,0499 0,0459 0,0546 0,999
60,0 0,0273 0,00492 -0,00769 0,942
60,0 0,0279 0,0133 -0,276 0,996

Estos resultados indican un buen efecto en la destruccion de L. monocytogenes cuando se aplican
tratamientos combinados de calor y adicién de la nanoemulsion de citral a cualquiera de las
temperaturas de tratamiento investigadas. Los efectos observados a 57,5°C se mantienen
aproximadamente constantes a todas las temperaturas de tratamiento investigadas, observandose
diferencias estadisticamente significativas a todas ellas (los intervalos de confianza para el 95%
a cada una de las temperaturas, con y sin citral, no se solapan). Cabe destacar los valores negativos
de los intervalos de confianza a 60,0°C en presencia de citral, debidos a su gran amplitud, por
tratarse de graficas de supervivencia en las que se observaba una inactivacion muy rapida (ver
Anexo) y que se trazaron con muy pocos valores. Aunque estas graficas no cumplirian los
requisitos minimos para ser consideradas como validas, decidimos mantenerlas para reforzar los
resultados obtenidos, ya que resultdé imposible conseguir replicas mejores.
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Tabla 4.3: Valores D,, Intervalos de confianza para el 95% y coeficientes de correlacién obtenidos a partir
de las graficas de supervivencia de Salmonella Senftenberg en agua de peptona tamponada tratamientos a
diferentes temperaturas.

0, - 0,
Temperatura (°C) Valor Dr 1.C.95% () 1.C.95% (+)

(min) (min)
55,0 17,1 14,5 20,7 0,988
55,0 31,8 26,0 40,8 0,982
55,0 20,3 18,3 22,8 0,997
57,5 13,2 12,2 14,5 0,998
57,5 10,5 9,53 11,6 0,996
57,5 10,1 8,38 12,7 0,984
60,0 2,30 1,67 3,60 0,953
60,0 2,40 1,63 4,57 0,968
60,0 4,04 3,58 4,65 0,994
62,5 1,31 1,13 1,56 0,990
62,5 1,02 0,640 2,52 0,981

Tabla 4.4: Valores Dy, Intervalos de confianza para el 95% y coeficientes de correlacion obtenidos a partir
de las gréficas de supervivencia de Salmonella Senftenberg en agua de peptona tamponada a diferentes
temperaturas en presencia de una nanoemulsion de citral 0,5 mM.

1.C.95% (-)  1.C.95% (+)

Temperatura (°C) Valor Dr (min) (min) r
55,0 10,6 8,46 14,1 0,997
55,0 9,61 7,86 12,4 0,993
55,0 12,3 9,64 17,0 0,981
57,5 9,61 6,88 16,0 0,978
57,5 8,70 6,30 14,1 0,979
57,5 7,10 4,56 16,02 0,957
60,0 1,53 1,07 2,72 0,990
60,0 2,23 1,74 3,12 0,996
60,0 2,60 2,04 3,60 0,973
62,5 0,940 0,514 5,51 0,965
62,5 1,10 0,883 1,46 0,991
62,5 0,974 0,802 1,24 0,998
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Estos resultados muestran un efecto mucho més discreto en el caso de S. Senftenberg, Mientras
que a bajas temperaturas la nanoemulsion de citral todavia fue capaz de reducir el valor D+
aproximadamente a la mitad, conforme la temperatura se incrementa el efecto del citral se ve
disminuido, llegando practicamente a desaparecer a 62,5°C.

La figura 4.2, muestra las graficas de supervivencia realizadas para L.monocytogenes a 52,5°C
(fig 4.2A) y a 57,5°C (fig 4.2 B), ambas en agua de peptona tamponada, en presencia o no de una
nanoemulsidn de citral de concentracion 0,5 mM.
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Figura 4.2: Gréficas de supervivencia de Listeria monocytogenes a 52,5°C (A) y a 57,5°C (B) en agua de
peptona tamponada con (e) y sin (e) una nanoemulsion de citral 0,5 mM.

Como se puede observar en estas dos graficas, el efecto de la nanoemulsion de citral sigue
siendo elevado conforme se incrementa la temperatura del tratamiento térmico.
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La figura 4.3, muestra las gréaficas de supervivencia realizadas para Salmonella a 55,0°C (fig 4.3A)
y 60,0°C (fig 4.3B), en agua de peptona tamponada, con y sin una nanoemulsion de citral 0,5 mM.
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Figura 4.3: Gréficas de supervivencia de Salmonella Senftenberg a 55,0°C (A) y a 60°C (B) en agua de
peptona tamponada con (e) y sin (®) una nanoemulsién citra 0,5 mM.

Como se puede observar en estas dos graficas, aunque el efecto de la nanoemulsion de citral se
observa claramente para la temperatura de 55,0°C, al aumentar la temperatura de tratamiento
hasta 60°C el efecto disminuye de forma considerable.
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Las siguientes figuras (4.4 y 4.5), muestran las gréaficas de termodestruccion de L. monocytogenes
y S. Senftenberg tanto para los experimentos de control, como para los realizados cuando se les
afiadié la nanoemulsion de citral:
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Figura 4.4. Graficas de termodestruccion de Listeria monocytogenes en agua de peptona tamponada, con
() y sin (®) una nanoemulsién citral de 0,5 mM.
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Figura 4.5: Gréficas de termodestruccion de Salmonella Senftenberg en agua de peptona tamponada, con
() y sin (®) una nanoemulsién citral 0,5 mM.
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En Listeria (Figura 4.4), las gréficas de termodestruccion en presencia o no de citral se mantienen
paralelas y bastante distantes, lo cual es un indicativo del efecto que tiene la nanoemulsion sobre
la resistencia del microorganismo a cualquier temperatura de tratamiento. En cambio, en
Salmonella, ambas gréficas se sitian mucho mas préximas, sobre todo a altas temperaturas, a las
que llegan préacticamente a coincidir, indicativo de que el efecto de la nanoemulsién es menor.

La tabla 4.5 muestra los valores z, sus intervalos de confianza para el 95%, y los coeficientes de
correlacion de L. monocytogenes en agua de peptona tamponada, con y sin citral. En esta tabla se
puede observar que los valores z son muy similares, no existiendo diferencias significativas entre
ellos, lo cual refuerza el hecho ya comentado de que el efecto del citral se mantiene constante a
todas las temperaturas de tratamiento investigadas.

La tabla también incluye las ecuaciones de las rectas de regresion correspondientes a las graficas
de termodestruccion. Estas ecuaciones son muy Utiles, pues permiten estimar el valor Dt a
cualquier temperatura. Ademas, lo hacen teniendo en cuenta todos los valores Dt obtenidos en
esta investigacion en cada medio, por lo que se pueden considerar estimaciones mucho mas
precisas de la termorresistencia que las obtenidas en los experimentos individuales.

Estas ecuaciones permitirian estimar, por ejemplo, que el valor Ds,sc de L. monocytogenes en
agua de peptona tamponada sin citral es de 35,5 min; mientras que al afiadir la nanoemulsion de
citral 0,5 mM el valor Ds, soc Se redujo a 3,68 min, es decir, casi 10 veces. A 60,0°C, el valor Deo,oec
pasé de 0,386 min a 0,051 min, un poco mas de 7 veces, es decir, un efecto ligeramente inferior.
Se podria concluir entonces que la adicion de la nanoemulsion de citral al medio de calentamiento
provocaria una reduccion de la resistencia al calor de este microorganismo de entre 7 y 10 veces.

Tabla 4.5: Valores z, intervalos de confianza para el 95%, coeficiente de correlacion (r) y ecuacion de la
recta de regresion de la grafica de termodestruccion, para Listeria monocytogenes en agua de peptona
tamponada, con 0,5 mM y sin citral.

Medio de Valor z S;SEAJ 95!/'0C('+) r Ecuacion de
calentamiento (°C) () CC) (C) termodestruccion

Agua de peptona
tamponada sin citral 3,82 2,96 5,37 0,943 logDt =-0,262T + 15,3

Agua de peptona
tamponada con 3,73 3,34 4,20 0,990 logDt =-0,249T + 13,6
0,5mM citral

1
CARLOS LEAL BOLARIN 28



La tabla 4.6 muestra los valores z, sus intervalos de confianza para el 95%, los coeficientes de
correlacion r y las ecuaciones de las rectas de regresion correspondientes a las gréaficas de
termodestruccion de Salmonella Senftenberg en agua de peptona tamponada, con y sin citral. En
esta tabla se puede observar que el valor z en presencia de citral es ligeramente méas grande que
sin citral. Sin embargo, tampoco se encontraron diferencias significativas entre estos valores, por
lo que, a pesar de la convergencia de ambas graficas a temperaturas elevadas (fig. 4.5),
estadisticamente no puede demostrarse un menor efecto del citral a temperaturas mas altas para
este microorganismo.

Cuando se utilizan las ecuaciones de las rectas de regresion de las graficas de termodestruccion
de S. Senftenberg en agua de peptona tamponada, se puede estimar, por ejemplo, que el valor
Dss oec Sin citral es de 25,0 min; mientras que al afiadir la nanoemulsién de citral 0,5 mM el valor
Dss,00c S€ redujo a 13,6 min, es decir, a menos de la mitad. A 62,5°C, el valor Dg;sec tan solo se
redujo de 1,22 min a 1,11 min. En resumen, la adicién de la nanoemulsion de citral al medio de
calentamiento reduciria la resistencia al calor de este microorganismo a la mitad, en el mejor de
los casos.

Tabla 4.6: Valores z, intervalos de confianza para el 95%, coeficientes de correlacion (r) y ecuaciones de
las rectas de regresion de las graficas de termodestruccion para Salmonella Senftenberg en agua de peptona
tamponada en presencia o no de 0,5 mM citral.

I.C.
Medio de Valor z 95% ‘(_) 95% . Ecuacion de
calentamiento (°C) o (+) termodestruccion
€0 oQ)

Agua de peptona
tamponada sin citral 5,72 4,85 6,97 0,977  logDr =-0,175T + 11,02

Agua de peptona
tamponada con 6,75 5,61 8,48 0,961 logDy =-0,145T + 9,11
0,5mM citral

En los experimentos que se realizaron con anterioridad en este laboratorio, se encontraron también
buenos resultados al afiadir nanoemulsiones y combinarlas con tratamiento térmico. De la misma
forma que en este estudio, al emplear nanoemulsion de timol en S. Senftenberg, se comprobd que,
a temperaturas mas bajas, la nanoemulsién causaba mas efecto. Se dieron unos valores de Ds7s
de 11,6 a 3,73 minutos, frente a los 10,5 a 8,70 minutos de este experimento.(Velez, 2019).

Para L. monocytogenes, al aplicar 0,5mM de timol en agua de peptona el valor Dsy s se redujo de
0,64 minutos en la muestra control a 0,40 minutos cuando se afiadia la nanoemulsién. En cambio,
en los experimentos realizados con citral, el valor Ds7s se redujo de 1,88 a 0,155 minutos,
proporcionando un mayor efecto. (Sarango, 2020).
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Utilizando en L. monocytogenes una nanoemulsion de 0.5 mM de p-limoneno, el valor Dss
utilizando como medio agua de peptona se redujo de 9,54 minutos en muestras de control a 0,59
minutos cuando se le afiadid la nanoemulsion. Utilizando citral, el valor Dss pasé de ser 17
minutos en las repeticiones de control a 0,802 minutos usando la nanoemulsién. (Espin, 2019).

También se comprobd el efecto del limoneno en L. monocytogenes en caldo TSB, el cual obtuvo
un valor de Ds;5 de 29,2 minutos en la muestra de control, y un valor de 0,420 al afiadir el
limoneno en forma de nanoemulsion. (Maté, 2016)

Cuando se aplico una nanoemulsion de p-limoneno 1 mM en S. Senftenberg a 50C, se comprobd
que el valor Dr se reducia hasta 50 veces, reduciéndose el valor D desde 32,13 minutos en
muestras de control hasta 0,65 minutos, mostrando los mejores resultados en tratamiento
combinado de calor y antimicrobianos hasta le fecha. (Ros-Chumillas et al., 2017).

4.2 Efecto de la adicion de citral al caldo de carne en la resistencia al calor de L.
monocytogenes y S. Senftenberg.

Las figuras 4.6 y 4.7, muestran las graficas de supervivencia de L. monocytogenes y S.
Senftenberg en agua de peptona tamponada y en caldo de carne en presencia o no de citral. Las
gréaficas en agua de peptona tamponada se han incluido para facilitar la comparacién entre los
resultados obtenidos en ambos medios

Figura 4.7: Gréficas de supervivencia de Salmonella Senftenberg a 57,5°C en agua de peptona tamponada
(A) y en caldo de carne (B) con (e) y sin (e) una nanoemulsion de citral 0,5 mM.
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Figura 4.6: Graficas de supervivencia de Listeria monocytogenes a 57,5°C en agua de peptona tamponada
(A) y en caldo de carne (B) con (e) y sin () una nanoemulsién de citral 0,5 mM.
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Figura 4.7: Graficas de supervivencia de Salmonella Senftenberg a 60,0°C en agua de peptona tamponada
(A) y en caldo de carne (B) con (e) y sin () una nanoemulsién de citral 0,5 mM.

En ambos microorganismos se observé un menor efecto de la adicion de la nanoemulsién de citral
cuando se empled caldo de carne como medio de calentamiento. En el caso de L. monocytogenes
se paso de un efecto de en torno a 10 veces en agua de peptona tamponada a menos de la mitad
en caldo de carne (figura 4.6). En el caso de S. Senftenberg, el efecto practicamente desaparecid
(figura 4.7).
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La tabla 4.7 y 4.8 muestra los resultados de los experimentos de L. monocytogenes a 57,5°C y S.
Senftenberg a 60,0°C respectivamente, utilizando como medio el caldo de carne, tanto para las
muestras de control como para las que se utilizd la nanoemulsion de citral. La tabla 4,7 también
incluye los resultados obtenidos con L. monocytogenes tras haber homogeneizado el caldo de
carne empleado como medio de calentamiento.

Tabla 4.7: Valores Dr, intervalos de confianza para el 95% y coeficientes de correlacion obtenidos a partir
de las gréaficas de supervivencia de Listeria monocytogenes en caldo de carne a 57,5°C en distintas
condiciones.

Medio de

. Valor DT 1.C95% (-) 1.C95% (+) r
calentamiento
Caldo sin citral 0,966 0,542 4,41 0,92
Caldo con 0,5
mM de citral 0,581 0,337 2,124 0,973
Caldo
homogeneizado 0,724 0,508 1,259 0,938
sin citral
Caldo
homogeneizado
con 0.5 mM de 0,413 0,294 0,69 0,976
Citral

Como se puede observar en la tabla 4,7, la resistencia del microorganismo apenas se reduce al
utilizar la nanoemulsién de citral, disminuyendo el valor Ds7sc de 0,996 a 0,581 min. Es mas,
dada la amplitud de los intervalos de confianza, esta disminucion ni siquiera puede considerarse
estadisticamente significativa.
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Tabla 4.8: Valores Dr, intervalos de confianza para el 95% y coeficientes de correlacion obtenidos a
partir de las gréaficas de supervivencia de Salmonella Senftenberg en caldo de carne a 60,0°C en presencia
0 no de una nanoemulsion de citral 0,5 mM.

Medio de o [ . 0 .
calentamiento Valor Dt 1.C. 95% (-) (min) 1.C. 95% (+) (min) r
Caldo sin citral 3,903 3,462 4,472 0,996
Caldo con citral 3,63 2,56 6,21 0,991

Se puede observar como, al utilizar la nanoemulsion en caldo de carne en Salmonella, el efecto
apenas es relevante frente a las muestras de control, reduciéndose el valor Dgooc €n menos de un
10% y resultando esta reduccion estadisticamente no significativa.

El escaso efecto encontrado en alimentos coincide con lo observado por otros autores con estos
mismos microorganismos en alimentos (Sarango, 2020);(Vélez, 2019). Unicamente (Maté et al.,
2017) encontraron un efecto importante, de 90 veces, en la resistencia al calor de L.
monocytogenes al afiadir una nanoemulsion de D-limoneno 0,5 mM en zumo de manzana. Estos
autores justificaron el gran efecto encontrado en que el zumo de manzana no tiene grasa en su
composicion. De hecho, en esta misma publicacion se encontraba una ausencia total de efecto en
la resistencia de este mismo microorganismo al afiadir la misma concentracién de D-limoneno
nanoemulsionado a zumo de zanahoria. Al recrear un zumo de zanahoria artificial al que se iban
eliminando los distintos componentes, se comprobd que la grasa y la fibra presentes en el zumo
de zanahoria eran responsables de gran parte de la pérdida del efecto del D-limoneno.

Al observar que en caldo de carne el efecto de la nanoemulsion de citral disminuia
considerablemente, se pensé que las particulas de grasa del caldo podrian estar interviniendo a la
hora de que la nanoemulsion actuara en los microorganismos. El caldo de carne utilizado en esta
investigacion no tiene fibra alimentaria y tiene tan solo un 0,1% de grasa. Es muy poca cantidad,
pero esa grasa podria ser la responsable de la pérdida del efecto ya que las gotitas de nuestra
nanoemulsién de citral podrian fusionarse con las de la grasa presente en el caldo, desapareciendo
casi totalmente su efecto antimicrobiano. Por ello, y de manera analoga a como se preparé el
citral, se decidi6 pasar por el ultraturrax el caldo de carne durante 15 minutos con el fin de
comprobar si esto podia causar un efecto en la resistencia de los microorganismos (fig 4.8). Estos
experimentos se realizaron Unicamente con L. monocytogenes, ya que fue el microorganismo en
gue se observd un mayor efecto de la nanoemulsién en el agua de peptona tamponada.
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Se comprobd también al microscopio el caldo de carne antes y después de ser homogeneizado
con el fin de tratar de detectar alguna diferencia que pudiese resultar interesante remarcar. Las
imégenes antes y después de homogeneizar el caldo se muestran en la figura 4.9. Aunque no se
realizaron mediciones objetivas del tamafio de gota, las imagenes si que muestran,
subjetivamente, un menor tamafio en las gotas de grasa del caldo tras haber sido homogeneizado.

Figura 4.8: Imagen del caldo antes (izquierda) y después (derecha) de ser homogeneizado.

Figura 4.9: Imé&genes comparativas a microscopio entre el caldo antes (izquierda), y después (derecha),
de ser homogeneizado.
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La figura 4.10, muestra las gréaficas de supervivencia de L. monocytogenes en caldo de carne antes
de ser homogeneizado, con y sin citral y después de ello. Las gréaficas en caldo de carne antes de
homogeneizar se han incluido para facilitar la comparacion entre los resultados obtenidos en
ambos medios.
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Figura 4.8: Graficas de supervivencia de Listeria monocytogenes en caldo de carne a 57,5°C sin
homogeneizar (A) y homogeneizado (B) con (e) y sin () citral.

La tabla 4.7 muestra los resultados referentes a la resistencia de L. monocytogenes en caldo de
carne homogeneizado en presencia o no de la nanoemulsion de citral.

Como se puede observar, el valor de D+ sin citral es de 0,724 minutos, mientras que, al afiadir
citral, el valor Dy disminuye a 0,413 minutos, resultando, al igual que ocurria en caldo sin
homogeneizar en una disminucion estadisticamente no significativa.

Por lo tanto, se comprueba que la homogeneizacion del caldo de carne no lleva a ninguna
diferencia remarcable.
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4.3. Optimizacién del tratamiento térmico mediante la adicién de
nanoemulsion de citral.

Para abordar la optimizacion del tratamiento térmico se parte de la base del consenso generalizado
de que es necesario inactivar seis ciclos logaritmicos del microorganismo patégeno de interés, ya
que este nivel de inactivacion (6 ciclos log) es el objetivo de seguridad alimentaria que se suele
aplicar a la mayoria de alimentos pasteurizados para garantizar su seguridad alimentaria
(Buchanan, 1997).

La optimizacion del tratamiento térmico mediante la adicion de un compuesto que reduce la
resistencia al microbiana al calor, como es el caso de nuestra nanoemulsion de citral, podria
lograrse bien reduciendo el tiempo de tratamiento, bien reduciendo la temperatura de tratamiento
0 bien modificando ambos parametros simultaneamente. Esta optimizacion se realiza a partir de
los datos que se obtienen de las ecuaciones de regresion de las lineas de termodestruccion. Como
ya ha sido expuesto en el apartado 4.1, estas ecuaciones permiten calcular el valor Dt de un
microorganismo a cualquier temperatura de tratamiento, teniendo en cuenta todos los
experimentos realizados para estimar su resistencia al calor en ese medio. Una vez conocido el
valor Dt a una temperatura determinada, se puede estimar el tiempo necesario para inactivar 6
ciclos logaritmicos, simplemente multiplicando el valor DT obtenido (tiempo para inactivar un
ciclo logaritmico) por 6.

Asi, comenzando por el tratamiento térmico de L. monocytogenes en agua de peptona tamponada,
gue ha resultado la combinacion microorganismo-medio de calentamiento en la que se ha visto
un mayor efecto, la ecuacion de termodestruccidn (tabla 4.5) habia permitido estimar un Dspsoc =
35,5 min en agua de peptona tamponada, de modo que el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos
log seria:

Ds250c X 6 = 35,5 x 6 = 213 minutos

Por su lado, la ecuacién de termodestruccion en agua de peptona tamponada en presencia de la
nanoemulsién de citral 0,5 mM (tabla 4.5) habia permitido estimar un Ds; sc = 3,68 min, de modo
gue el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos log en este caso seria:

Ds250c X 6 = 3,68 X 6 = 22,08 minutos

Asi pues, el tratamiento se podria reducir de 213 a 22,08 minutos, es decir, se podria reducir en
190,92 min, practicamente un 90% a una temperatura de 52,5°C, simplemente afiadiendo una
concentraciéon 0,5 mM de citral en forma de nanoemulsién, manteniendo los mismos niveles de
seguridad alimentaria para este microorganismo.
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Aunque no se ha encontrado un efecto significativo de la temperatura de tratamiento en el efecto
de la adicion de citral en la resistencia de L. monocytogenes al calor, hemos comprobado en el
apartado 4.1 que, tomando los valores absolutos que proporcionan las ecuaciones de las rectas de
termodestruccion, la reduccion a temperaturas mas elevadas era un poco menos marcada. Se
puede calcular igualmente como se reduciria el tratamiento térmico a la temperatura de 60°C:

Dso,0:c X 6 = 0,386 x 6 = 2,32 minutos = 139 segundos

Por su lado, la ecuacién de termodestruccion habia permitido estimar un Dszsc = 0,051 min en
agua de peptona tamponada en presencia de la nanoemulsion de citral 0,5 mM, de modo que el
tiempo necesario para inactivar 6 ciclos log en este caso seria:

Ds25:c X 6 = 0,051 x 6 = 0,31 minutos = 19 segundos

Asi pues, a 60°C el tratamiento se podria reducir de 139 a 19 segundos, es decir, en 120 segundos,
un 86%, manteniendo de nuevo los mismos niveles de seguridad alimentaria para este
microorganismo.

De esta manera, se podria calcular cuando se podria optimizar el tratamiento térmico a cualquier
temperatura. Por ejemplo, se podria calcular la reduccién del tiempo de tratamiento a una
temperatura de 72°C, que es habitualmente utilizada para los tratamientos de pasteurizacion
HTST (high temperature short time). No obstante, las predicciones deberian realizarse siempre
en el rango de temperaturas investigadas, evitando extrapolaciones a temperaturas superiores o
inferiores, ya que fuera de ese rango, las predicciones son menos fiables.

En muchas ocasiones, a la industria alimentaria le resulta mas conveniente modificar la
temperatura que el tiempo de tratamiento. Por ejemplo, si el tratamiento térmico se aplica
mediante un intercambiador de calor, con una seccion de mantenimiento de una longitud
determinada y en el que el alimento es impulsado a través de una bomba que proporciona flujo
turbulento a un determinado caudal, al menos en una primera instancia, es mucho mas sencillo
modificar la temperatura de mantenimiento que el tiempo en esa seccion. Entonces, otra manera
de abordar la optimizacion es calculando cuando se podria reducir la temperatura de tratamiento,
manteniendo un mismo tiempo de tratamiento. Por ejemplo, a partir de la ecuacion de
termodestruccion se puede calcular a que temperatura se consiguen 6 ciclos logaritmicos de
inactivacion en un tiempo determinado, en ambos medios, con y sin citral. Pongamos por ejemplo
un tiempo de 6 minutos. Como 6 minutos seria el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos log, el
tiempo para inactivar 1 ciclo seria de 1 minuto. Se trata entonces de buscar la temperatura a la
que el valor Dt =1 min, es decir, log Dt = 0. De nuevo sustituyendo en cada una de las ecuaciones
de la tabla 4.5, tendriamos:

- Agua de peptona tamponada: Temperatura = 15,3/ 0,262 = 58,4°C
- Agua de peptona tamponada con citral: Temperatura = 13,6 / 0,249 = 54,6°C

1
CARLOS LEAL BOLARIN 37



De este modo, otra manera de optimizar el tratamiento seria afiadiendo 0,5 mM de la
nanoemulsion de citral y reduciendo la temperatura en 3,8°C, de 58,4°C a 54,6°C, manteniendo
en este caso el mismo tiempo de tratamiento de 6 minutos y manteniendo asi el mismo nivel de
seguridad alimentaria.

Teniendo en cuenta el precio del citral de uso alimentario, se puede calcular también lo que se
incrementaria el precio del tratamiento por litro de producto al afiadir este antimicrobiano.

Para ello, podemos calcular la cantidad de citral que necesitamos por litro de alimento en base a
la ecuacién Ecuacion 4.1:

m

Gy
= pm’
== (ec4.1)
Siendo M la molaridad, m la masa (en gramos), pm el peso molecular y V el volumen (en
Litros).

Sabiendo que la solucién de citral que hemos utilizado es de 0,5 mM=0,0005 M, que el peso
molecular del citral es de 152,23 gr/mol y que el volumen lo calculamos para un litro de medio,
en nuestro caso agua de peptona:

m

0,0005= Gsaz). m=152,23-0,0005= 0,076 gr de citral por Litro de agua de peptona tamponada.

1 ’

El citral de uso alimentario tiene una pureza del 96%, segln consta en la pagina web de uno de
los principales productores (www.sigmaaldrich.com), por lo que el peso real de citral que
habria que afadir al medio de calentamiento para conseguir una soluciéon 0,5 mM es de 0,0793
gramos. Teniendo en cuenta el precio del citral del mismo productor: 116 €/kg:

7,03 x 10° 9<iral 1165 =919 x 10° ——=—— 0 lo que es lo mismo, 0,92 céntimos por
Lag peptona kg Lag peptong

tratamiento.

En el caso de S. Senftenberg el descenso de termorresistencia en agua de peptona tamponada al
afiadir la nanoemulsion de citral fue mucho menos marcado que en Listeria. Con todo, también
se puede optimizar el tratamiento para este microorganismo.

Atendiendo a la ecuacion de termodestruccion de S. Senftenberg (tabla 4.6) se pudo estimar de
manera semejante a como se hizo con L. monocytogenes un Dss-c=25,63 min en agua de peptona
tamponada, de modo que el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos log seria:

Dss00c X 6 = 25,63 X 6 = 153,78 minutos

Gracias a la ecuacién de termodestruccion en agua de peptona tamponada en presencia de fa
nanoemulsién de citral 0,5 mM (tabla 4.6), se pudo estimar un Dss0-c=16,56 min en agua de
peptona tamponada, de modo que el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos log seria:

Dss0°c X 6 = 16,56 X 6 = 99,36 minutos
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De esta forma, el tratamiento se podria reducir de 153,78 minutos a 99,36 minutos, lo que equivale
a un 35% a una temperatura de 55,0°C, afiadiendo simplemente una concentracion 0,5 mM de
citral en forma de nanoemulsién, y con la misma seguridad alimentaria para este microorganismo.

En el apartado 4.1 se pudo observar como la nanoemulsion de citral en S. Senftenberg posee un
menor efecto en la resistencia al calor a temperaturas de tratamiento mas elevadas. Por esta razén
resulta de interés calcular la reduccion del tratamiento térmico a una temperatura de 62,5°C sin
nanoemulsion de citral:

D52,5°C X6=122x6=7,32 minutos

Por su lado, la ecuacion de termodestruccién habia permitido estimar un Dg2sc = 1,11 min en
agua de peptona tamponada en presencia de la nanoemulsion de citral 0,5 mM, de modo que el
tiempo necesario para inactivar 6 ciclos log en este caso seria:

D52,5°c X6=1,11x6=6,66 minutos

Asi pues, a 60°C el tratamiento se podria reducir de 7,32 a 6,66 minutos, es decir, tan solo un 9%,
y manteniendo de nuevo los mismos niveles de seguridad alimentaria para este microorganismo.
Estos resultados confirman que efectivamente a temperaturas mas altas el efecto del citral se
reduce.

En el caso de S. Senftenberg también se podria abordar la optimizacion tratando de disminuir la
temperatura del tratamiento manteniendo los mismos tiempos de tratamiento. Siguiendo el
ejemplo de L. monocytogenes y poniendo un tiempo de 6 minutos para inactivar 6 ciclos log, el
tiempo para inactivar un ciclo seguiria siendo de un minuto. Ahora se trata de buscar la
temperatura a la que el valor D=1 min, lo cual implica que log Dt=0. Sustituyendo de nuevo en
las ecuaciones de la tabla 4.6 tendriamos:

- Agua de peptona tamponada. Temperatura= 11,08/0,175= 63,3°C
- Agua de peptona tamponada con citral. Temperatura= 9,11/0,145=62,8°C

De este modo, otra manera de optimizar el tratamiento seria afiadiendo 0,5 mM de la
nanoemulsién de citral y reduciendo la temperatura en 0,5°C, de 63,3°C a 62,8°C,
manteniendo en este caso el mismo tiempo de tratamiento de 6 minutos y manteniendo asi el
mismo nivel de seguridad alimentaria.

Si bien en el caso de Salmonella la optimizacién del tratamiento llevaria a reducciones de
tiempo o de temperatura mucho menores que en el caso de Listeria, el incremento del coste
del tratamiento por la adicion de citral seguiria siendo el mismo, pues seguimos con la
misma concentracion 0,5 mM, es decir, un coste inferior a un céntimo de euro por litro de
producto.
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No obstante, todos estos célculos se han realizado en un medio de laboratorio, agua de peptona
tamponada, pero si esta optimizacion tiene interés para la industria alimentaria seria para su
aplicacién en alimentos. Los resultados de esta investigacion han demostrado que el efecto de la
nanoemulsién de citral se reduce considerablemente hasta practicamente desaparecer cuando el
tratamiento térmico se realiza en un alimento, como el caldo de carne. Posiblemente, la presencia
de un pequefio porcentaje de grasa (0,1%) en el caldo de carne es la responsable de la disminucion
del efecto, y el gran reto que se debe plantear la industria alimentaria si quiere reducir la intensidad
de los tratamientos térmicos mediante la aplicacion de nanoemulsiones de compuestos
antimicrobianos, es como reducir el efecto negativo que tiene la grasa en este sentido.

Otra posibilidad, no explorada en esta investigacion seria incrementar la concentracion de citral
para tratar de aumentar su efecto. No obstante, es bien conocido el caracter aromatico de los
componentes de los aceites esenciales, entre ellos el citral, por lo que un incremento de la
concentracion podria repercutir en un detrimento de las caracteristicas organolépticas del
producto final.

En cualquier caso, de manera similar a como se ha optimizado el tratamiento térmico del agua de
peptona, se podria también abordar la optimizacion del tratamiento térmico del caldo de carne.
No obstante, habria que tener en cuenta que las diferencias encontradas en la resistencia al calor
de estos microorganismos en presencia 0 no de la nanoemulsién de citral no han resultado
estadisticamente significativas en caldo de carne. En cualquier caso, se puede realizar el calculo
en términos de los valores absolutos de resistencia al calor encontrados para estos
microorganismos en el caldo de carne.

Como en caldo de carne Gnicamente se ha calculado el valor Dt a una temperatura, los calculos
se pueden realizar en base a ese valor.

En caldo de carne sin nanoemulsion de citral se obtuvo un Ds75:c=0,965 min, con el que se puede
calcular el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos logaritmicos de la poblacion inicial de
microorganismos a esta temperatura de 57,5°C.

Ds75c X 6 = 0,965 x 6 = 5,79 minutos

En caldo de carne con nanoemulsién de citral 0,5 mM se obtuvo un Ds;5:c=0,581, con el que se
puede calcular como se reduciria el tratamiento térmico a esta temperatura de 57,5°C.

Ds75c X 6 = 0,581 x 6 = 3,49 minutos

Asi pues, a 57,5°C el tratamiento se podria reducir de 5,79 a 3,486 minutos, es decir, en poco mas
de dos minutos, un 40%, manteniendo los mismos niveles de seguridad alimentaria para este
microorganismo.

Para el caldo homogéneo sin nanoemulsion se obtuvo un Ds7s.c=0,72 min, con el que se puede
calcular el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos logaritmicos de la poblacion inicial de
microorganismos a esta temperatura de 57,5°C.

Ds75c X 6 =0,72 X 6 = 4,32 minutos
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En caldo de carne homogéneo con nanoemulsién de citral 0,5 mM se obtuvo un Ds75-c=0,41, con
el que se puede calcular el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos logaritmicos de la poblacion
inicial de microorganismos a esta temperatura de 57,5°C:

D57,5°C X6=0,41x6=2,46 minutos

De esta manera, a 57,5°C el tratamiento se podria reducir de 4,32 a 2,46 minutos, es decir, en
aproximadamente dos minutos, un 43%, manteniendo los mismos niveles de seguridad
alimentaria para este microorganismo.

Para S. Senftenberg se procederia de la misma forma:

En caldo de carne sin nanoemulsion de citral se obtuvo un Deoo:c=3,90, con el que se puede
calcular el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos logaritmicos de la poblacion inicial de
microorganismos a esta temperatura de 60,0°C.

Deo,0°c X 6 = 3,90 X 6 = 23,4 minutos

En caldo de carne con nanoemulsion de citral 0,5 mM se obtuvo un Deoo-c=3,63, con el que se
puede calcular el tiempo necesario para inactivar 6 ciclos logaritmicos de la poblacion inicial de
microorganismos a esta temperatura de 60,0°C.

Deo,0°c X 6 = 3,63 X 6 = 21,78 minutos

De esta manera, a 60°C el tratamiento se podria reducir de 23,4 a 21,78 minutos, es decir, en
aproximadamente dos minutos, un 7%, manteniendo los mismos niveles de seguridad alimentaria
para este microorganismo.

Aungque en caldo de carne la reduccion de los tiempos de tratamiento es mucho menor que lo
observado en agua de peptona tamponada, todavia seria posible optimizar los tratamientos
térmicos en base a la adicién de una nanoemulsidn de citral. Es conveniente recordar que,
también en este caso el coste adicional del tratamiento seguiria siendo inferior a 1 céntimo de
euro por litro de caldo, dado que la concentracidon de citral en el caldo de carne sigue siendo la
misma, 0,5 mM,
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5. Conclusiones

Con los experimentos que se han realizado en este trabajo se ha podido concluir que:

La adicion de una nanoemulsion de citral 0,5 mM al agua de peptona tamponada redujo
la termorresistencia de Salmonella Senftenberg y de Listeria monocytogenes. Aunque el
efecto del citral era mayor en Listeria (El valor Ds;sc se reduce de 35,5 a 3,68 minutos,
es decir, 9 veces) que en Salmonella (Valor Dssc pasé de 25,63 minutos a 13,56, también
se redujo la termorresistencia de este microorganismo.

La adicion de una nanoemulsion de citral al caldo de carne tuvo un efecto
considerablemente menor en la termorresistencia de estos microorganismos, no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los valores Dt obtenidos
con o sin citral en ambos microorganismos.

Los resultados obtenidos permitirian reducir el tiempo de tratamiento necesario para
conseguir 6 ciclos logaritmicos de inactivacion en agua de peptona a 52,5 °C en
practicamente un 90%, de 2132 22,08 minutos, al afiadir una nanoemulsién de citral 0,5
mM. O bien permitirian reducir la temperatura de tratamiento en casi 4°C, de 58,4 a
54,6°C manteniendo los mismos tiempos.

En el caso de Salmonella, la reduccion seria de un 9% en agua de peptona a 60°C, pasando
de 7,32 a 6,66 minutos, o bien de 63,3 a 62,8°C, manteniendo los mismos tiempos de
tratamiento. Ademas, el uso del citral por tratamiento seria solo de 0,92 céntimos.
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7. Anexos

Graficas de supervivencia del microorganismo en agua de peptona

Listeria monocytogenes en agua de peptona a
52,5°C sin citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
52,52C con citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
52,5°C con citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
552C sin citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
552C con citral
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Listeria monocytogenes en agua de
peptona a 57,52C sin citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
57,52C con citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
57,5°C con citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
57,5°C con citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
602C sin citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
602C sin citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
602C con citral
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Listeria monocytogenes en agua de peptona a
602C con citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
559C sin citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
552C sin citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
552C con citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
552C con citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
57,59C sin citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
57,52C con citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
57,52C con citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
602C con citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
602C con citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
62,52C sin citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
62,52C con citral
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Salmonella senftenberg en agua de peptona a
62,52C con citral
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Graficas de supervivencia de microorganismos en caldo de carne.
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Listeria monocytogenes en caldo de carne a
57,52C con citral
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Listeria monocytogenes en caldo de
carne homogeneo a 57,52C sin citral
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Salmonella senftenberg en caldo de carne a 602C

sin citral
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