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Inactivacion de Microorganismos por Altas
Presiones en la Industria Vinicola

Jaime Nelson Montaiia B*, Sandra Patricia Ortegén T*.

RESUMEN

Con el fin de evaluar experimentalmente la capacidad
de los gases CO; y N2 bajo presion para inactivar levaduras
salvajes, mostos de uva del Vifiedo y Cava de Puntalarga
(Nobsa, Boyacd), estos se sometieron a tratamientos
hiperbdricos con los mencionados gases. El CO; a 15°Cy
presiones entre 1 y 5 MPa alcanzé altos porcentajes de
inactivacion de células de levadura (>90%) al final del
proceso de pascalizacién (después de 2 horas). Contrario
al tratamiento con COz, el uso de Nz a 15°C fallé para
ejercer un efecto microbicida a 4 y 10 MPa durante un
tiempo igual de proceso. Mientras el CO; de alta
solubilidad en H2O tiene el potencial para reducir cargas
microbianas en mostos; el N2 de baja solubilidad en H20,
no tiene efecto significativo sobre la supervivencia de
microorganismos patégenos en dicho jugo.

Abstract: In order to evaluate experimentally the
capacity of N, and CO, under pressure to inactivate wild
yeasts which remain in the Puntalarga Vineyard grape
musts were exposed to hiperbaric treatment with these
gases. At the end of the pascalization ( after 2 hours), CO;
at 15°C under pressures from 1 to 5 MPa, reached high
inactivation percentages of yeast cells (> 90%). Contrary
to CO, treatment the use of N, at 15°C at 4 and 10 MPa
failed to exert microbicide effect in a same treatment time.
While CO, gas with high solubility in water has the potential
to reduce microbial loads in musts, N, gas with low solubility
in water have not effect on the survival of the pathogenic
microorganisms in these juices.
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INTRODUCCION

a esterilizacién con calor es el metodo mas tradicional y
Lpopular para prevenir, la contaminacién microbiana en los
alimentos. Este proceso, sin embargo, puede frecuentemente
causar cambios indeseables en la calidad de los productos, tales
como descomposicién de los nutrientes, pérdida del sabor y,
deterioro del color y textura causados por las altas temperaturas.
Aunque agentes antimicrobianos son también usados para la

preservacién de alimentos, ellos no siempre ejercen efectos
microbicidas 6ptimos.

En los tltimos afios, la tecnologia de la alta presidn es
propuesta como sistema de estabilizacién microbioldgica de
productos alimenticios como alternativa a las técnicas
tradicionales, respecto a las cuales es mayor el grado de
preservacioén de las caracteristicas naturales y organolépticas
de los alimentos.

Actualmente, hay sugerencias para que el proceso de
estabilizacién con presion sea llamado pascalizacién, asi como
el procesamiento con calor es llamado pasteurizacion.

El efecto del tratamiento de alta presion, sobre
microorganismos fue estudiado por primera vez por Hite [9]
en 1899. En 1951, Fraser D[4], fue el primero en reportar,
rompimiento de células microbianas con una rdpida liberacién
de gas bajo moderadas condiciones (menos de 4 MPa),
posteriormente la técnica fue desarrollada. En 1994,
Nakamura K. et al [24] sugirieron que la disminucién en la
supervivencia de células podria estar altamente correlacionada
con la absorcién y desorcién de gas por las células; lo cual
causaria fractura mecénica y/o daifio fisiologico en ellas. Una
afirmacién similar ha sido independientemente demostrada por
otros investigadores (Fraser D. et al., 1951; Foster J. W. et al.
1962; Kamihira M. et al [13],1987.,Haas, G. J. et al [6],1987,
Castor, T.P. etal., 1991; Lin, HM. et al., 1991 [16], 1992 [17]),
usando varias clases de gases (CO», N, NoO, C;Hs, Ar) y
microorganismos (S. Cerevisiae, E. Coli, S. Marcescecens, S.
Aureus, B. Abortus, E. Tenella, B. Subtilis etc.).

Sin embargo, el mecanismo general para la esterilizacién
por esta técnica no ha sido todavia clarificado, pero existen
posibilidades desde que hay absorcién de gas por parte de la
célula.

Las primeras pruebas de estabilizacién con alta presién que
se han hecho sobre una bebida alcohdlica se realizaron sobre
una bebida japonesa obtenida del arroz, el Sake [7], el
tratamiento permitié inactivar lactobacilos y levaduras
presentes en esta bebida. En 1994, Moio, L. et al [22] lograron
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disminuir cargas microbianas de mohos y levaduras presentes
en mostos de uva por medio de tratamiento hiperbdrico -
hidrostético.

Durante los pasados 10 afios el estudio de esta técnica de
estabilizacion ha despertado el interés de diferentes grupos de
investigacién de las universidades de Kyoto (R. Hayashi),
Berlin (D. Knorr), Montpellier (J. C. Cheftel) y la Stazione
Sperimentale per L' Industria delle Conserve Alimentari, Italia
(G. Dall’ Aglio).

Tedricamente el CO; bajo presiones apropiadas, puede ser
un candidato promisorio para el control racional de
microorganismos indeseables en mostos de uva para
vinificacién [28]. El perfeccionamiento de esta técnica seria
atractivo para reducir los niveles de SO, o para un mejor manejo
de la fermentacién semicontinua del tipo Fed-Batch [28].

El objetivo de este estudio fue evaluar experimentalmente
la capacidad de los gases, N2 y CO> a alta presion para inactivar
microorganismos patégenos presentes en mostos de uva del
Vifiedo y Cava de la Loma de Puntalarga (Nobsa, Boyac4). El
estudio se enfocd sobre los pardmetros de presion y tiempo de
tratamiento.

1. MATERIALES Y METODOS
A. Mosros DE Uva Y MICROORGANISMOS.

Se utiliz6 el zumo de uvas sembradas en la Loma de
Puntalarga en Nobsa, Boyacd. Una vez estrujada la uva y
retirados los hollejos, el jugo fue clarificado.

En este zumo se encuentran presentes levaduras indeseables,
entre las que se destacan los géneros Pichia, Hansenula y
Candida,; capaces de desarrollarse en el hollejo al principio y,
con el correr de la fermentacion, en la superficie del vino. Estas
son las causantes de los velos que se forman en la superficie
de los vinos o en las paredes empapadas de vino y en contacto
con el aire.

B. Equiro DE ALTA PRESION

Se construyé un sistema presurizable a nivel de laboratorio,
cuyo disefio se basé principalmente en los conceptos
presentados en el cédigo ASME VIII. Boiling and Pressure
Vessels Code.

El recipiente sometido a presién, es un autoclave,
constituido por un tubo cilindrico en acero al carbén SA-53
Grado B, de didmetro 76 mm, con una longitud de 350 mm y,
un espesor de 10 mm, para una presién de disefio de 20 MPa;
estd soldado en su parte inferior a la tapa del mismo material,
la cual tiene un espesor de 13 mm. La tapa superior es
desmontable, y esté elaborada en acero inoxidable 316.

Con el fin de instalar el manémetro, se construyé una pieza

hueca cilindrica en acero inoxidable (buje) que va roscada
atravesando €l espesor de la tapa superior, esta pieza tiene 5
mm de espesor de pared y 15 mm de espesor en la parte
superior; en ella, también se encuentra compartiendo el eje de
simetria, la linea que permite la entrada de gas y la salida del
liquido; ésta va hasta el fondo y es desmontable. Se eligié
para la tapa superior un cierre de abrazadera en “V”.

Los accesorios que estuvieron en contacto con el mosto se
adquirieron en acero inoxidable 316, que estan disefiados para
soportar alta presion hasta un limite de 34,5 MPa, éstos son:

* Un recipiente contenedor del liquido, con las medidas
internas del cuerpo cilindrico del autoclave, recubriéndolo
totalmente de tal manera que afsla el liquido y no permite
contaminacién por contacto con acero al carbdn; este
recipiente no soporta ningun tipo de esfuerzo en el momento
de presurizar el autoclave.

* La tuberia de 6,35 mm de didmetro y 3 m de longitud.

* Para ejercer un control manual, sobre los flujos de gas y de
liquido, se emplearon vélvulas de aguja de 6,35 mm de
didmetro.

* Tapones y uniones ‘I, para sellar y conectar tramos de
tuberia de 6,35 mm de didmetro, respectivamente.

Elementos en otros materiales son el medidor de presién,
con caratula de 50,8 mm y rango 0-10 MPa y los conectores al
cilindro de gas y el codo donde se encuentra roscado el
manometro, se adquirieron en bronce. Para la vdlvula de alivio
se establecié un lugar en el montaje en la rosca lateral de la
"T" ubicada en la parte superior de la tapa. Segiin el cédigo
ASME VIII, se recomienda un Ser-Pressure para esta valvula
del 10% sobre la maxima presién de operacién.

C. VARIABLES Y Sus NIVELES

En este estudio se midi6 el efecto de las variables presion y
tiempo de tratamiento, sobre la supervivencia de las células
de levadura.

Se consideré como valor maximo de presurizacién, la
presidén de vapor del CO; a 15°C (5 MPa), a partir de ahi se
consideraron disminuciones de 1 MPa; alcanzando 5 niveles.

En el caso del nitrégeno, gracias a que durante el desarrollo
de la investigacion se mantuvo una constante recopilacién de
informacién, fue posible vislumbrar que el efecto inactivante
del nitrégeno sobre microorganismos es nulo, esto apoydndose
en los reportes de Nakamura K. et al [24], R. E. [19],[20],
Wei, C. I et al [36] Por tal razén, con este gas sélo se llevo a
cabo dos corridas de presion; 4 y 10 MPa, las cuales aportan
informacién suficiente para sustentar esta afirmacién.

Tanto para el CO; como para el N», la variable tiempo, toma
un valor maximo de 2 horas, a partir de ahi se asumieron valores
distantes uno de otro 15 minutos hasta tiempo cero, alcanzando
entonces 9 niveles.
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D. MEtopo DE PRESURIZACION

Debido a que el tratamiento a presién surge como una
alternativa de esterilizacién a bajas temperaturas, se trabajo a
15°C, temperatura del lugar de experimentacion.

El jugo de uva ya clarificado se deposita en el interior del
autoclave, el cual se cierra herméticamente. Antes de iniciar el
tratamiento se opto por la saturacién del mosto con gas (COz 0
N> dependiendo de la situacién), provocandose un burbujeo
en el seno del liquido que permiti6 un contacto total de las dos
fases durante 15 minutos y, la posterior eliminacién del aire,
limitando el tratamiento a condiciones anaerobias. Este
procedimiento fue realizado por Inseschmid, A. et al [10].

Para saturar el liquido con el gas (figura 1) es necesario
abrir la vdlvula 1 y lentamente la vdlvula 2, manteniendo
cerradas las valvulas 3 y 4; el gas entra por la linea 7
burbujeando en el liquido. Al mismo tiempo el tapén de la
linea 6 es removido, con el fin de permitir la salida del aire que
va siendo desplazado por el gas. Este procedimiento se llevé
a cabo durante 15 minutos para todas las corridas de presion.
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Figura 1. Método de presurizacion.

Una vez lograda la saturacién del liquido con el gas se tapona
la linea 6; cuando se observa la presién deseada en el
manémetro (5), se cierra la vdlvula (2) para mantener la presién
en el interior del autoclave, considerando a partir de este
momento los primeros 15 minutos.

Para la toma de muestras se aprovecha la sobrepresion
existente en el autoclave, empujando por medio de esta el
liquido a través de la linea 7. Posteriormente se da utilidad a
la trampa de presién (adoptada para evitar muerte celular por
descompresion subita). Al abrir la valvula 3, el liquido ocupa
el tramo de linea entre védlvula y valvula, cerrandola se mantiene
el liquido atrapado. Para extraer la muestra se abre la valvula
4, permitiendo que el liquido salga de manera continua y suave.

Para cada corrida de presién fue necesario una toma de 9
muestras cada una de 20 ml. Estas alicuotas se recogieron en
un beaker. Una vez alcanzada una dilucién de lxlO'z, se sembrd
1 ml de ésta en la placa Petnﬁlmm 3M™ . En el transcurso de
3 a 5 dias los resultados se manifiestan a temperatura ambiente.

Entre cada corrida de presion, el sistema fue limpiado con
agua destilada esterilizada.

E. MEDICION DEL EFECTO DE INACTIVACION

En este estudio se denominé inactivacién al efecto
inhibitorio de gases comprimidos sobre el crecimiento
microbiano, el cual fue estimado por medio del conteo de
células vivas después de cada tratamiento. Para esto, se recurrié
a un moderno y préctico método de cultivo e interpretacion,
compuesto por placas PetriﬁlmTM 3M™ las cuales presentan
ventajas importantes como: facil conteo de levaduras, no
requiere preparacion de medios de cultivo porque ya estin
incluidas en ellas y, no requieren conocimientos profundos en
microbiologia para su utilizacién y entendimiento.

Consecuentemente, era interesante desarrollar un método
de prediccion, es decir, un procedimiento para determinar el
porcentaje de células vivas de levadura para varios niveles de
presién y tiempo tomados de informacién experimental. El
aspecto estadistico del problema consistia entonces en lograr
la mejor estimacion de la relacion entre las variables.

Entre los muchos paquetes de computador de alta velocidad
disponibles para regresién miiltiple, se utiliz6 el Statgraphics,
el cual ademds de imprimir estimaciones de los coeficientes
de regresion, también proporciona informacion relevante para
la realizacién de inferencias relativas a la ecuacién de regresion.

II. ResurLtapos Y DiscusioN

En los cuadros 1y 2 se pueden observar los datos obtenidos
en el conteo de microorganismos (definidos como unidades
formadoras de colonias UFC/ml) con CO2 y N2 presurizados
respectivamente.

Los resultados confirman las expectativas creadas alrededor
de este estudio; la capacidad del CO; presurizado para inactivar
levaduras patégenas presentes en mostos de uva y, el inofensivo
efecto del N> presurizado sobre la viabilidad de dichos
microorganismos.

Cuadro 1. Conteo de microorganismos con CO; presurizado en UFC/ml.

6n, MPa 1 2 3 4 5
M ﬂl. =

0 2,4x10° 1,1x10° 6,1x10* 1,1x10° 5,3x10°
15 1,5x10° 9,3x10° 4,8x10° 1,0x10” 4,1x10°
30 1,3x10° 8.9x10° 3.9x10" 8,1x10% 2,9x10°
45 1,2x10° 53x10° 2,6x10° 5.7x10° 1,9x10°
60 1,0x10° 3,0x10° 2.3x10° 5,1x10" 1,6x10°
75 4.6x10 2,4x10° 1,3x10° 4,5x10° 1,4x10°
90 2,6x10° 1,9x10° 1,1x10 3.6x10" 1.3x10°
105 1,8x107 1,2x10° 6.4x10° 33x10° 5,7x10°
120 1,4x107 8,0x10” 2,1x10° 2,0x10° 2,0x10°

Isenschmid, A. et al [10], reportaron que el mecanismo de
inactivacién se debe mds a un “efecto anestésico”, que a una
ruptura celular. El CO; tiene algunas propiedades tinicas en
su género, tales como su lipo e hidrofilidad. Esta es la raz6n
por la que el CO; se difunde asi facilmente a través, y dentro,
de la membrana plasmadtica de microorganismos, que permite
luego "expirar" el CO; producido. Una rdpida difusién dentro
de la célula puede también ocurrir. E1 CO2 molecular puede
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igualmente difundirse dentro de la membrana celular y
acomodarse alli desde que la capa interior es lipofilica. La
fluidez de tal membrana se incrementa debido al efecto
disturbiador de las moléculas extrafias y la pérdida de
cadenas de lipidos (“efecto anestésico”). Con la fluidez la
permeabilidad se incrementa, las caracteristicas de fusion
de la membrana se alteran y ocurre desestructuracion de
membrana esencial imperante. [15,22,27]

Insenschmid, A. et al [10], obtuvieron resultados en los
que aproximadamente el 25% de las células mostraron
membranas plasmaticas intactas (no encogimiento, y no
agregacion de proteinas complejas), mientras la viabilidad es
tan baja como 2,2%. Esto sugirié que células que tienen
aparentemente membranas intactas tienen menor su viabilidad.
Asi se mostr6 que la inactivacién celular no estd necesariamente
acompafiada de lisis celular.

Kamihira, M. et al [13], esterilizaron células de levadura y
otros microorganismos con COz a 20,5 MPay 35°C, cuando
el contenido de agua fue alrededor del 70-90%. Sin embargo,
células secas con un contenido de agua de 2-10% no pudieron
ser esterilizadas bajo iguales condiciones. Los resultados de
estos investigadores sugieren que la solubilidad del gas en agua
fue un factor primario que influenci6 la inactivacién de los
microorganismos. Es asi, como en este estudio mientras
nitrégeno con baja solubilidad en agua fallé para inactivar
levaduras en mostos de uva, todo lo contrario sucedié con CO»
de alta solubilidad en agua.

Cuadro 2. Conteo de microorganismos con N> presurizado UFC/ml.

Presion (MPa) 4 10
Tiempo (min)
0 7,3x10" 5,3x10°
15 7,1x10° 5,0x10"
30 6,8x10° 4,7x10°
45 7,0x107 4,7x10°
60 7,2x10° 5,3x10"
75 7,2x10° 4,8x10°
90 6,9x10° 4,5x10*
105 6,4x107 5,0x10%
120 7,0x10° 4.8x10°

% Células vivas
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Figura 2. Tratamiento hiperbdrico experimental con CO,.
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Los datos experimentales disponibles en la literatura
consultada para la solubilidad del CO;z y el N2 en agua, se
sometieron a un analisis de regresion con el fin de obtener una
aproximacion lo mas cerca posible a la realidad de este estudio.
Las figuras 3 y 4 se elaboraron a partir de los modelos de
regresion generados.
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Figura 3. Solubilidad del CO en agua a 18°C. [26]

Kumagai, H. er al [14] determinaron la relacién existente
entre la cantidad de CO; absorbido por el sistema célula
microbial - agua y el contenido de agua, utilizando células de
Saccharomyces cerevisiae. Ellos encontraron que la cantidad
de CO, absorbido tiende a incrementarse con el aumento del
contenido de agua. Asi, mientras que para un contenido de
agua de 0,5 g/g de materia seca, la cantidad de CO; absorbido
por las células de levadura es de 0,015 g de CO>/ g de muestra
a40°C y 4MPa, para una cantidad de agua de 1 g/g de materia
seca, la cantidad de CO; absorbido es de 0,02 g de CO2 /g de
muestra bajo iguales condiciones de temperatura y presion.

Los resultados de estos investigadores, también muestran
que la cantidad de COz absorbido se incrementa con el aumento
de la presién del CO2 a un contenido de agua idéntico. Asf,
para un contenido de agua de 1 g/g de materia seca a 40°C, la
cantidad de CO; absorbido por las células es de 0,045y 0,07 g
de CO»/g de muestra, para presiones de 6 y 10 MPa,
respectivamente.

A su vez, Kumagai, H. et al [14] encontraron que a mayor
cantidad de CO2 absorbido por el sistema célula - agua, mayor
es la constante de esterilizacién utilizando esta técnica. Por lo
tanto, al ser el CO; soluble en agua, la misma presente en el
sistema podria aumentar la cantidad de CO> absorbido por las
células, resultando en un alto efecto letal.

Los gases que son solubles generalmente reaccionan
quimicamente con el disolvente; este parece ser el caso del
CO,, basandose en la hip6tesis que alta presion de CO; disuelto
en agua produce dcido carbénico, causando una disminucién
del pH.

El dcido carbonico responde a la presién por incrementada
ionizacion sugiriendo también formacién de enlace covalente
entre el agua y el CO[32] .
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CO, +2H,0 = HCO, + H,0"
AV, =-26,0 cm®. mol! (25°C) [32]

HCO:{ - H+ = CO.‘ 2¢
AV, =-29.2 cm’. mol" (25°C) [32]

La ionizacién del agua es promovida por la presion. El
volumen de ionizacién del agua e iones H3O+ y OH- a 25°C
es -22,2 cm’. mol ™ [32].

cm?de N, /g de H,0
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R R I R L T L T R I R IR R

& >

Presion (MPa)

Figura 4. Solubilidad del N; en agua a 25°C [18].

Jones, R. P. y Greenfield, P. F.[11] y Thibault J.[34],
reportaron que el CO; disuelto y el HCO3 acuoso tienen un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de células para un
extenso rango de especies microbianas. EI agua en contacto
con CO» bajo presién es rica en acido carbdnico y puede
facilmente alcanzar niveles de acidez, los cuales podrian
desactivar al menos una enzima fuerte, como lo afirmaron
Steytler, D.C. et al [31].

Sin embargo, Wei, C.1. et al [36] adicionaron 0,1 N de HCI
para decrecer el pH en varios modelos de alimentos, pero la
reduccién del nimero de microorganismos fallé; resultados
similares obtuvo Insenschmid, A.[10] El efecto de esterilizacion
asi se manifiesta debido a la accion combinada del tratamiento

de alta presion y bajo pH por el uso del CO; como lo reporté
Haas, G. J. et al| 6].

Podria ser también que mucho del CO> molecular pase a
través de la membrana y baje el pH interno por exceso de la
capacidad amortiguadora de la piscina celular. El bicarbonato
formado, que es un dcido débil, podria desarreglar el balance
acido-base de células; interfiriendo en el metabolismo celular,
como lo afirmaron los investigadores Marquis R. E [19], Jones
R. P. and Greenfield P. [12] y Oura et al[25]

Por el contrario, el nitrégeno de baja solubilidad en agua,
no influencia cambios de pH y no reacciona quimicamente.

La cinética de inactivacion de levaduras por tratamiento con
CO; alos 5 valores de presion adoptados se aprecia en la figura
5.

La marcha de la curva indica que el nimero de células de
levadura, disminuye linealmente al aumentar la duracién de
los tratamientos, a todos los valores de presion considerados.
Mientras cerca del 20% de levaduras fueron inactivadas a 3
MPay 15 minutos de tratamiento, el 96% de levaduras fueron
inactivadas a 120 minutos a esta misma presion.

120

0 15 30 45

60 75 90 105 120
Tiempo (min)

Figura 5. Cinética de inactivacion de células de levadura con CO>
presurizado

Contrario a lo esperado el efecto de inactivacién no
aumentod a presiones mayores; después de 30 minutos de
tratamiento,] MPa y 5 MPa tienen el mismo efecto, cerca del
45% de las células han sido inactivadas. Con excepcion del
tratamiento a 4 MPa, las demds presiones a 120 minutos
hicieron mas evidente esta afirmacion; ya que, porcentajes de
inactivaciéon similares se observaron para 1, 2,3y 5 MPa (>
90%). Los resultados sugieren que la diferencia en el contenido
inicial de microorganismos presentes en las muestras fue un
factor que influencio la efectividad de la inactivacion. Es asf,
como la muestra inicial (tiempo cero) para 4 MPa tiene la
mayor carga microbioldgica y un porcentaje de inactivacion
de 81,8% a un tiempo de 120 minutos; mientras que, la muestra
inicial para 1 MPa tiene la menor carga microbioldgica, y un
94,2% de inactivacion a igual tiempo de tratamiento.

Otra posible explicacion a este fendmeno fue analizada por
Moio L. et al [23], quienes afirmaron que el grado de turbidez
(solidos en suspension) y el contenido azucarado de los mostos
pueden influenciar la efectividad del tratamiento, ejerciendo
un cardcter protectivo sobre las células de levadura; este dltimo
factor, parece ser el mayor responsable de la disminucién en el
efecto de inactivacion microbiana.

En este caso, las muestras para cada corrida de presion tenfan
diferencias en los contenidos de azicar iniciales, como se puede
ver en el cuadro 3, teniendo validez la afirmacién de Moio, L.
et al.,[23] para este estudio.

Cuadro 3. Contenido inicial de azicar en las muestras.

[[MUESTRA | 1MPa | 2MPa | 3Mpa | 4MPa | 5MPa |
|_°BRIX | 12 | 14 [ 14 | 165 | 15,8 |
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Segtin los resultados de Moio, L. et al [23]. cuanto més alta
sea la presiéon de CO2 y mds bajo el contenido azucarado,
tanto mds rdpida serd la inactivacion.

ANALISIS DE REGRESION MULTIPLE

Se tiene una sola variable dependiente o respuesta, la cual
no se controla en el experimento; definida como el porcentaje
de células de levadura vivas. Esta respuesta depende de dos
variables independientes, estas son: Presion (MPa) y tiempo
(minutos). Para estimar la variable respuesta se propuso un
modelo de regresién multiple:

¥i = Bo+ Bixii + Boxai +B1ixi% + Baoxa’i + Praxiixa + E(ey)

La ecuacion de regresion estimada a partir de los datos
arrojados por el paquete Statgraphics:

y =84,060202 + 1,096444 x; - 1,339631x;

-0,016222 x;* + 0,00493 x°

90.00
80.00
i 70.00
; 60.00
50.00

| 4000 % Células vivas

| 3000

20.00

Figura 6. Superficie de regresion.

El coeficiente de determinacién multiple para esa ecuacion
indica que el 95% de la variacién total del porcentaje de células
vivas se explica o contabiliza mediante el modelo postulado.
Este descarta la importancia de la interaccién que implicaba
que el efecto producido por el cambio de una variable (ej. x;
presion) dependia del nivel de la otra variable (x> tiempo). En
la figura 6 se puede apreciar la superficie de regresion generada
por este modelo.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que CO» a alta presion
tiene el potencial para reducir cargas microbianas (levaduras
salvajes) a temperatura ambiente, mientras que el N> no tiene
efectos significativos sobre la supervivencia de estos
microorganismos a igual temperatura. El factor primario que

influencié la inactivacién fue la solubilidad del gas en agua;
siendo ésta alta para el CO, y muy baja para el nitrégeno. Por
lo tanto, el agua presente en el sistema podria aumentar la
cantidad de CO; absorbido por las células resultando en un
alto efecto letal. Sin embargo, la relacién entre el CO2 absorbido
y el efecto de inactivacién, necesita ser investigado para
elucidar el mecanismo de esterilizacion con CO» presurizado.

La magnitud de la presién no influencié cambios
considerables en la eficiencia del tratamiento hiperbarico; ésto
probablemente debido a las diferencias entre las cargas
microbianas y los contenidos de azicar iniciales de las
muestras, para cada corrida de presion; éste tltimo factor,
parece ejercer un cardcter protectivo sobre las células de
levadura. Por tal razdn, las condiciones 6ptimas bajo los limites
de este estudio, estuvieron dadas por la variable tiempo.

Alta presién de CO; a temperatura ambiente (condiciones
subcriticas), permite alcanzar buenos porcentajes de
inactivacion (> 90%) después de 2 horas de tratamiento; estos
resultados pueden ser dtiles para el establecimiento de un
simple, seguro y no costoso método de esterilizacion para
materiales termosensitivos.

Se ha demostrado la validez de las altas presiones como
sistema de estabilizacién microbiol6gica de mostos de uva
destinados a la fermentacién con levaduras seleccionadas. En
enologia la pascalizacion tiene ventajas importantes como:
reducir la dosis de SOy, limitar el dafio térmico a cargo de
algunos componentes arométicos del mosto y del vino debido
al tratamiento de estabilizacién con calor y, reducir el niimero
de filtraciones a las cuales es sometido el vino con el fin de
buscar estabilidad microbioldgica

El interés general en presurizacion para procesamiento de
alimentos promete una nueva era de investigacion y tecnologia

de presion aplicada.
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