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INTRODUCCION

El consumo de alimentos crudos se ha considerado como la causa mas probable
de infeccidn en los diversos brotes de infecciones que han ocurrido durante la Gltima
década en todo el mundo (Orden et al., 2002). Un amplio espectro de microorganis-
mos puede contaminar los alimentos y causar enfermedades una vez que ellos y sus to-
xinas son consumidos.

La leche es un alimento sumamente perecedero y de una importancia especial
como integrante de la dieta de personas jovenes y de edad avanzada. Debido a su com-
posicion puede sustentar el crecimiento de muchas bacterias patogenas asociadas con
ella y productos lacteos (Wang et al., 1997), los cuales han sido asociados con brotes
causados por Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Staphylo-
coccus aureus y, mas recientemente, Escherichia coli O157:H7 (Johnson et al., 1995;
Wang et al., 1997; Altekruse et al., 1998; Sparling, 1998).

En la conservacion de alimentos para impedir brotes de enfermedades trasmiti-
das por alimentos se utilizan métodos fisicos, quimicos y bioldgicos. De los métodos
fisicos, los tratamientos térmicos son los escogidos en la mayoria de los casos para la
conservacion de la leche y otros muchos alimentos fluidos perecederos. Uno de sus in-
convenientes es que las temperaturas altas pueden provocar efectos indeseables tales
como alteraciones del sabor, pardeamiento no enzimatico 6 desnaturalizacion de
compuestos esenciales como ciertas vitaminas y proteinas (Vachon ez al., 2002; Diels
et al., 2003, 2005).

En los ultimos 15 anos, la tendencia de identificar lo més fresco como alimentos
de alta calidad ha generado un interés creciente por estos productos, y ha provocado
que se realicen considerables esfuerzos de investigacion para el desarrollo de nuevos
procesos no térmicos para la conservacion de alimentos, tales como la alta presion hi-
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drostatica (HHP), campos eléctricos pulsantes, luz ultravioleta, radiaciones ionizantes,
pulsos luminicos y mds recientemente, la ultra alta presion de homogeneizacion
(UHPH) (Gervillaez al., 2000; Diels et al., 2003, 2004). Los tratamientos por alta presion
son considerados como la tecnologia emergente mas prometedora para el procesamien-
to de alimentos gracias a las mejoras recientes en las maquinas de alta presion, que han
permitido la introduccién en el mercado de alimentos procesados por esta tecnologia,
nutritivos y seguros para el consumidor (Lucore et al., 2000; Kheadr et al., 2002).

La UHPH (también llamada alta presion dindmica) es una nueva alternativa ba-
sada en los mismos principios de disefio de la homogeneizacion convencional utiliza-
da en la industria lactea para reducir el tamafio del globulo de grasa (1 a 10 um), yala
vez, prevenir el desnatado y la coalescencia de la grasa, alargando su vida ttil durante
el almacenamiento (Vachon et al., 2002; Hayes y Kelly, 2003; Thiebaud ez al., 2003).
En el proceso de homogeneizacién convencional, la leche es forzada a través de una
valvula ajustable a presiones hasta de 50 megapascales (Mpa), las cuales provocan un
incremento en la velocidad del flujo y una posterior caida de presiéon que trae como
consecuencia un efecto de cavitacion, roce, turbulencia y colisién en la fase estaciona-
ria, que en combinacién reducen el tamafio del glébulo de grasa (Guerzoniet al., 1999;
Vachon et al., 2002; Thiebaud et al., 2003).

Presiones moderadas de homogeneizacion (20 a S0 MPa) se han usado extensa-
mente en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética para dispersar fases no
micelares y estabilizar emulsiones (Hayes y Kelly, 2003; Diels et al., 2005). Sin embar-
go, las UHPH trabajan a presiones significativamente més altas (> 200 MPa) lo cual
implica también la destruccién de grandes cantidades de microorganismos que pue-
dan estar presentes en el alimento. En consecuencia, parece ser un importante medio
para reducir la carga microbiana inicial en un alimento mientras ayudamos a minimi-
zar los dafos en el producto provocados por el calor (Popper y Knorr, 1990). No obs-
tante, no se conocen aun de manera suficiente, los efectos de la UHPH en las células
bacterianas; es probable que los microorganismos sean destruidos por la pérdida re-
pentina de presion, la torsion, el roce y, mds probablemente por la cavitacion y las on-
das de choque resultantes de la explosion de las burbujas de aire. El colapso en el li-
quido de tales cavidades podria trasmitir varias fuerzas localizadas a particulas de la
superficie o inclusive a las células microbianas (Popper y Knorr, 1990; Lanciottiet al.,
1996; Guerzoni et al., 1999)

Algunas investigaciones previas usando UHPH han descrito cambios en la
morfologia de la célula, asi como la separacion o rotura de la membrana citoplasmati-
ca. Los aumentos repentinos en la permeabilidad o ruptura de la membrana de la cé-
lula, tal como puede ocurrir bajo la aplicacion de alta presion puede ser la causa de la
muerte celular (Kheadrez al., 2002; Vachon ez al., 2002). Luego de un tratamiento con
S pases a 300 MPa se observaron muy pocas células de Listeria monocytogenes intactas,
apareciendo danadas la mayoria de estas células, con su contenido vaciado parcial o
completamente (Kheadr ez al., 2002). Otros estudios reportaron que los tratamientos
por UHPH causaron dafos en la célula, cuya severidad aumento con el nivel de pre-
sién y con el nimero de pases, al cual se sometié la muestra (Vachon et al., 2002;
Vannini et al., 2004). Los danos observados fueron més severos cuando la presion au-
mento y estos incluian descargas del contenido citoplasmatico de la célula; ademas, se
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demostré que el grado de inactivacién de los microorganismos dependi6 también de
la cepa microbiana y del tipo o matriz alimenticia empleada.

En estudios recientes (Vachon et al., 2002; Thiebaud et al., 2003; Diels et al.,
2005; Lopez-Pedemonte et al., 2006; Brifnez et al., 2006a,b,c; 2007) se ha evaluado la
efectividad de la UHPH para inactivar microorganismos patogenos trasmitidos por
alimentos, inoculados en diferentes matrices tales como jugo de naranja, soluciones
de buffer fosfato salino (PBS) y leche, reportando diferencias significativas en los va-
lores de letalidad cuando se ensay6 con diferentes cepas de Escherichia coli, Listeria y
Staphylococcus usando diferentes temperaturas de tratamiento y numero de pases. Por
otro lado, se han descrito diferencias significativas en los niveles de inactivacién al
comparar cepas patdgenas e inocuas de los géneros Escherichia, Listeria v Staphylo-
coccus presurizadas a diferentes temperaturas (Brifiez et al. 2006a,b,c; 2007). Estos au-
tores han demostrado que el nivel de inactivacion puede ser dependiente del género y
del nivel de temperatura empleado durante el proceso de presurizacion.

La nueva generacién de equipos de UHPH los cuales poseen un sistema de do-
ble valvula, fabricados con aleaciones que permiten procesar los productos a presio-
nes por encima de 300 MPa, evitan incrementar el ntimero de pases para alcanzar ni-
veles de letalidad aceptables superiores a las 3,0 unidades logaritmicas, hacen que esta
tecnologia tenga un futuro prometedor en los préoximos anos, requiriendo de estudios
previos que permitan validar su utilizacién con diferentes alimentos y en diferentes
condiciones de temperatura y presion.

TRATAMIENTOS NO TERMICOS DE LOS ALIMENTOS

La tendencia actual en todos los paises es la demanda de productos naturales lo
mas semejante posible desde el punto de vista organoléptico y nutritivo a los produc-
tos frescos. Para ello, es necesario que estos no hayan sufrido un proceso de transfor-
macion severo y que, a su vez, sean seguros y que posean una larga vida util (Lopez-A-
lonso y Antolin-Giraldo, 2004). Esta preferencia por los alimentos mas frescos de alta
calidad ha generado un interés creciente, y ha provocado que se desarrollen nuevos
procesos no térmicos requeridos para la conservacion de alimentos dentro de los que
destaca la ultra-alta presion de homogeneizacion (UHPH) (Gervilla et al., 1997, 2000;
Diels et al., 2003, 2004)

La buasqueda de tratamientos alternativos como la UHPH ha sido impulsada
por el conocimiento que en la actualidad se tiene de la pérdida de valor nutritivo y ca-
racteristicas organolépticas que sufren los alimentos al ser sometidos a tratamientos
térmicos. Por otra parte, el aumento de la demanda de los consumidores de productos
de alta calidad, con caracteristicas organolépticas y nutritivas semejantes a los pro-
ductos frescos o naturales, y ademas que representen el minimo riesgo sanitario, ha
contribuido en estos tltimos anos al desarrollo y a la investigacion de todas estas nue-
vas tecnologias (Splittstoesser et al., 1996; McDonald et al., 2000).

ULTRA ALTA PRESION DE HOMOGENEIZACION (UHPH)

El crecimiento de la demanda en los dltimos afos de alimentos novedosos, nu-
tritivos y minimamente procesados ha impulsado el desarrollo de métodos alternati-
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vos para la higienizacion de alimentos buscando siempre afectar lo menos posible su
apariencia, el sabor y el olor; es asi, que tecnologias como las altas presiones HHP hayan
alcanzado un buen auge en los tltimos 10 afios, aunque tienen la limitacién de que solo
permite tratar volimenes reducidos de alimentos. Esto ha obligado a pensar y diseiiar,
procedimientos que permitan tratar grandes volimenes de productos. Con esa idea, se
ha comenzado a desarrollar la UHPH que constituye una alternativa que permite tratar
mayores volimenes de alimentos liquidos, tales como leche y jugos, aplicando presio-
nes de hasta 400 MPa en forma continua e incluso permitiendo repetir el tratamiento
en forma de ciclos hasta alcanzar un nivel de higienizacién adecuado.

La UHPH es una tecnologia basada en los mismos principios de disefio que la
homogeneizacion convencional (Figura 1), utilizada en la industria lactea para redu-
cir el tamario del glébulo graso (1 a 10 um), con el fin de incrementar la estabilidad de
la emulsion durante el posterior periodo de almacenamiento de la leche (Paquin,
1999; Vachon et al., 2002; Hayes y Kelly, 2003a,b; Thiebaud et al., 2003). En la homo-
geneizacion convencional, la leche es forzada a pasar a través de espacios muy reduci-
dos de una valvula ajustable a una temperatura entre 45-50°C y presiones menores de
50 MPa. Esto causa un incremento de la velocidad del fluido y una posterior pérdida
de la presion a su paso por la valvula que provoca cavitacion, efectos de roce, turbulen-
cias y coalescencia en la superficie, efectos que al combinarse reducen el tamano del
globulo graso de la leche (Figura 1) (Guerzoni et al., 1999; Vachon et al., 2002; Thie-
baud et al., 2003; Hayes et al., 2005).
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Figura 1. Esquema de una vélvula en un sistema de homogeneizacién convencional.
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Basicamente, un homogeneizador de UHPH consiste de un generador de alta
presion, ensamblado a una valvula disefiada especialmente para resistir la aplicacion
de presiones muy altas. En cualquier tipo de valvula de homogeneizacién el fluido
procesado pasa a través de una seccién convergente llamada espacio de la valvula, que
es el espacio comprendido entre el cabezal y el asiento de la valvula, el cual puede ser
regulado a través de la fuerza que se aplique al cabezal, para reducir el espacio entre
este y el asiento de la valvula, lo que incrementaria el nivel de presién de tratamiento
(Floury et al., 2004b).

TIPOS DE HOMOGENEIZADORES DE ALTA PRESION

Varios tipos de homogeneizadores estin disponibles para su uso en las indus-
trias alimentarias, farmacéuticas y quimicas. Uno de los mas utilizado es el APV-Gau-
lin, el cual solo puede alcanzar presiones maximas de 130 MPa; éste equipo tiene la ca-
pacidad de procesar volimenes de hasta 10.000 L/h (Floury et al., 2004b). Existen ho-
mogeneizadores de menor capacidad de procesado, pero capaces de alcanzar pre-
siones superiores (hasta 400 MPa) e incluso cuentan con un doble sistema de valvulas
dentro de los cuales se incluyen los homogeneizadores Stansted. La valvula Stansted
esta fabricada con un material ceramico capaz de soportar niveles de UHPH de hasta
400 MPa. Ademas, la geometria de la valvula ha sido modificada radicalmente, si se
compara con un homogeneizador clasico de alta presion del tipo de APV-Guilin. La
principal diferencia radica en que la direccién del flujo, a través de la valvula, es en re-
verso (Figura 2) (Floury et al., 2004a,b).

Flujo del liquido

Cabezal valvula

Espacio de la
valvula

Asiento de Ia/

valvula

Figura 2. Seccion transversal de la valvula de un homogeneizador Stansted model DRG FPG
7400H:350. Flujo de la materia presurizada, cabezal y asiento de la valvula.
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APLICACIONES DE LA UHPH EN EL PROCESADO DE LOS ALI-
MENTOS

En la actualidad, el nimero de trabajos disponibles referentes a la inactivacion
de microorganismos por UHPH es limitado, sobre todo por ser esta una tecnologia
muy nueva y novedosa. Ha habido recientes avances en la altima década en el disefio
de nuevos equipos de UHPH, con doble sistema de valvula, capaces de alcanzar pre-
siones de hasta 400 MPa, con un volumen maximo de 120 LL h-'. Estos equipos hacen
muy pocos anos no estaban disponibles, y en la actualidad los equipos que trabajan a
estos niveles de presion y volimenes se encuentran en fase experimental. La UHPH
ha sido utilizada previamente aplicando presiones de homogeneizacién moderadas
(20 a 50 MPa) para dispersar fases no micelares y presiones inferiores a 100 MPa para
producir emulsiones de gotas muy finas (0,3-0,4 um), ademas para recuperar protei-
nas y otros componentes de las células microbianas (Popper y Knorr, 1990; Thiebaud
et al.,2003). La UHPH a presiones superiores de 200 MPa y temperaturas de entrada
entre 40 y 50°C, puede inducir una significativa inactivacién microbiana y enzimati-
ca, ademas de modificar las propiedades reoldgicas y/o de coagulacion de la leche y de
los productos lacteos (Popper y Knorr, 1990; Thiebaud ez al., 2003).

EFECTOS DE LA UHPH SOBRE LOS MICROORGANISMOS

Los efectos de la UHPH en las células bacterianas no son aun bien conocidos. Se
cree que los microorganismos son destruidos por la pérdida repentina de presion, la
torsion, el roce y, mas probablemente, por cavitacion y por las ondas de choque resul-
tantes de la explosion de las burbujas de gas durante la aplicacién de UHPH. El colap-
so en el liquido de tales cavidades podria trasmitir varias fuerzas localizadas a particu-
las de superficie, o inclusive a células bacterianas (Popper y Knorr, 1990; Lanciotti et
al., 1994, 1996; Guerzoni et al., 1999). La pared celular parece ser el objetivo principal
de los danos ocasionados por la aplicacion de este tipo de tratamientos, aunque tam-
bién pueden ocurrir la inactivacion de ciertos enzimas intracelulares (Kheadr et al.,
2002; Vachon et al., 2002). Durante la aplicacion de la UHPH ocurre un sibito incre-
mento de la permeabilidad celular o se produce una ruptura de la membrana, lo que
ocasiona una lesion irreversible y muerte celular, impidiendo una regeneracién o
reactivacion de la célula como ocurre con la HHP, lo que, en teoria, convierte a esta
tecnologia en una técnica muy efectiva y segura al no generar microorganismos lesio-
nados (Vachon et al., 2002).

En estudios recientes (Lopez-Pedemonte et al., 2006; Brifiez et al., 2006a,b,c;
2007) donde los autores compararon los valores de letalidad en diferentes matrices
con diferentes cepas, no observaron ninguna diferencia significativa en los valores en-
tre los medios enriquecido y con factor estresante (TSAYE y TSAYE + NaCl) respec-
tivamente, indicando que los tratamientos de UHPH 300 + 30 MPa causaron pocos, o
ningin dafo subletal en L. innocua, E. coli, E. coli O157:H7, S. carnosus y S. aureus.
Resultados similares han sido descritos por Wuytack et al. (2002), los cuales no obser-
varon danos subletales en cepas de Yersinia enterocolitica y Staphylococcus aureus inocu-
lados en PBS y presurizados entre 100 y 300 MPa. Por otra parte, este mismo grupo de
investigacion senalaron en otro estudio (Wuytack et al., 2003) que los tratamientos de
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UHPH causaron poco, o ningtn dano subletal en Salmonella enterica serovar typhimu-
rium cuando fue inoculada en PBS y presurizada entre 100 y 200 MPa, con una tempe-
ratura de entrada de 25°C. Adicionalmente, los investigadores observaron que el
namero de lesionados era menor al generado por otras tecnologias entre las que se in-
cluye la HHP, los tratamientos térmicos y otras tecnologias emergentes.

Se ha reportado que la severidad de los danos a nivel de la pared celular aumenta
con el nivel de presién y con el nimero de pases al cual es sometida la matriz inocula-
da con el microorganismo (Vachon et al., 2002; Vannini et al., 2004), observandose
ruptura de la membrana y descargas del contenido citoplasmatico de la célula. A pre-
siones de 300 MPa con cinco pases, se observaron muy pocas células intactas y la ma-
yoria aparecieron rotas, con vaciamiento parcial o completo de su contenido, produc-
to de los dafios ocasionados a su pared celular (Vachon et al., 2002).

FACTORES QUE AFECTAN LA INACTIVACION DE MICROORGA-
NISMOS TRATADOS POR UHPH

Dentro de los factores que afectan los tratamientos por UHPH hay que destacar
el tipo de microorganismo, la temperatura de entrada de la muestra, el tipo de matriz,
el nivel de presion y el nimero de pases empleados en el tratamiento. Se han realizado
algunas investigaciones para aclarar el efecto de estos factores sobre la inactivacion
microbiana. En diversos estudios (Brifiez et al., 2006a,b,c; 2007), los autores demos-
traron la capacidad de la UHPH de reducir los recuentos de los diferentes microorga-
nismos estudiados en leche entera y desnatada. La inactivacion lograda por estos au-
tores de L. innocua ATCC 33090, E. coli ATCC 10536, E. coli O157:H7 CCUG 44857,
S. carnosus CECT 4491 y S. aureus ATCC 13565 por tratamientos de UHPH a 300+ 30
MPa, usando un Gnico pase y temperaturas de entrada de 6 y 20°C en leche entera y
desnatada se muestra en las Figuras 3 y 4.

La aplicacién de UHPH en leche present6 una reduccién aceptable de los re-
cuentos en las muestras presurizadas, que como minimo varié alrededor 3,0 log,,
UFC/mL en todos los casos, a excepcion de S. carnosus a 6°C, que result6 ser muy re-
sistente bajo estas condiciones de estudio. En las Figuras 3 y 4 se observa que los trata-
mientos de UHPH no mostraron la misma eficacia contra todas las cepas probadas,
observandose diferencias significativas (P < 0,05) en los valores de letalidad entre las
cepas cuando se aplicé el tratamiento en la misma matriz y a la misma temperatura de
entrada. En general, las cepas de E. coli y L. innocua fueron las més sensibles, mientras
que S. carnosus fue la cepa més resistente a la UHPH, sobre todo cuando el tratamiento
se aplico a una temperatura de entrada de 6°C. Similar compartimiento fue descrito
previamente por Wuytack ez al. (2002) en S. aureus inoculado en PBS después de trata-
mientos de UHPH entre 100 y 300 MPa a 25°C.

En estudios conducidos por Diels et al. (2004) utilizando E. coli y presurizada
mediante UHPH, se observé que el nivel de inactivacion bacteriana increment6 con
la temperatura de entrada (5, 20, 25, 35, 45 y 50°C). En otros estudios (Brinez et al.,
2006a,b,c; 2007), empleando temperaturas de 6 y 20°C también se observé un compor-
tamiento similar al descrito previamente (Vachon et al., 2002; Diels et al., 2004) con
una mayor letalidad cuando se increment6 la temperatura de entrada en la maquina
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Figura 3. Inactivacion de Listeria innocua ATCC 33090, Escherichia coli ATCC 10536, Escherichia coli
0157:H7 CCUG 44857, Staphylococcus carnosus CECT 4491 y Staphylococcus aureus ATCC 13565 en
leche entera tratada por UHPH (300 + 30 MPa), usando temperaturas de entrada de 6 y 20°C.

Los sobrevivientes fueron enumerados usando agar triptona soja con extracto de levadura (TSAYE) y TSA-
YE con 20, 30 y 60 g/litro de sal adicionada (TSAYE + NaCl). Barras correspondientes al mismo microorga-
nismo pero con diferentes letras minusculas difieren significativamente (P < 0,05). Barras correspondientes
a la misma temperatura de entrada pero con diferentes letras mayusculas difieren significativamente (P <
0,05). Los datos son presentados como medias de cuatro réplicas + intervalos de confianza.

de UHPH, lo que indica un claro efecto de la temperatura en los valores de letalidad
para todas las cepas estudiadas.

Por otra parte, la aplicaciéon de tratamientos de UHPH a temperaturas bajas
(6°C), seria interesante para la industria lactea, ya que la leche podria ser procesada in-
mediatamente después de la descarga, con la misma temperatura de refrigeracion que
trae de los centros de produccién. Sin embargo, 3,0 unidades logaritmicas de reduc-
cién podrian no ser suficientes, dependiendo de la calidad microbioldgica de la leche,
por lo que se requiere mejorar las prestaciones de los equipos de UHPH que permitan
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Figura 4. Inactivacién de Escherichia coli ATCC 10536 y Escherichia coli 0157:H7 CCUG 44857 en le-
che desnatada tratada por UHPH (300 + 30 Mpa), usando temperaturas de entrada de 6 y 20°C.

Los sobrevivientes fueron enumerados usando agar triptona soja con extracto de levadura (TSAYE) y
TSAYE con 20, 30 y 60 g/litro de sal adicionada (TSAYE + NaCl). Barras correspondientes al mismo mi-
croorganismo pero con diferentes letras mintsculas difieren significativamente (P < 0,05). Barras corres-
pondientes a la misma temperatura de entrada pero con diferentes letras mayudsculas difieren
significativamente (P < 0,05). Los datos son presentados como medias de cuatro replicas + intervalos de con-
fianza.

en el futuro lograr mayores reducciones. Otra consideracién importante es la inacti-
vacion de enzimas, tales como las lipasas, para poder determinar la mejor temperatura
de entrada para los tratamientos de UHPH de leche, otros productos lacteos y jugos de
frutas.

En los estudios conducidos por Brifiez et al. (20006a,b,c; 2007) observaron que
el nivel de inactivacién en todas las cepas, entre las diferentes matrices estudiadas, fue
diferente. La leche desnatada mostré los valores mas bajos de letalidad en compara-
cién con la leche entera para las cepas E. coli ATCC 10536 y E. coli O157:H7 CCUG
44857, presurizadas a 6 y 20°C. En leche entera, se observaron los mayores niveles de
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inactivacion a 20°C (4,30 log,, UFC mL!) para las cepas L. innocua E. coli. Algunas re-
ducciones fueron observadas de aproximadamente 8,0 log UFC/mL en los recuentos
de L. monocytogenes en PBS y de aproximadamente 6,0 log UFC/mL en leche, tras un
tratamiento de UHPH de 5 pases a 300 MPa (Vachon et al., 2002).

CONCLUSIONES

Los tratamientos por UHPH de leche entera y desnatada a 300 + 30 MPa, con
un Unico pase y temperaturas de entrada de 6 y 20°C permiten alcanzar reducciones
superiores a las 3,0 unidades logaritmicas a todos los microorganismos estudiados, a
excepcion de Staphylococcus carnosus que mostré mayor resistencia, mientras que en
Escherichia coli y Listeria innocua se observo una mayor sensibilidad. Por otra parte, se
aprecia que los valores de letalidad se incrementan con la temperatura para todos los
microorganismos y matrices estudiadas. En leche entera se observan valores de letali-
dad superiores a los de leche desnatada.

El tratamiento de UHPH no causa danos subletales aparentes a ninguno de los
microorganismos estudiados, cuando son tratados en leche entera y leche desnatada.
Los resultados de los diferentes estudios con varias matrices y microorganismos su-
gieren que la tecnologia de UHPH, en combinacién con un incremento en la tempera-
tura de entrada puede ofrecer una prometedora alternativa a la pasteurizacion de la le-
che y de otros alimentos liquidos.
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