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RESUMEN

El calentamiento de los alimentos con
microondas es un tratamiento emergente en
donde se desconoce el efecto sobre los
microorganismos patégenos que pueden estar
presentes. Esta investigacion permitié evaluar la
supervivencia de la Escherichia coli ATCC CRM
8739 inoculada en caldo BHI en funcién del
tratamiento con microondas con potencias de
300, 400, 500, 600 y 700 W durante un tiempo
de proceso de 20, 40, 60, 80 y 100 s, su cinética
de inactivacion y las mejores condiciones para
logar su eliminacion en la matriz estudiada. La
supervivencia de la E. coli ATCC CRM 8739
disminuyé en funcion del incremento de la
potencia del microondas y el tiempo de
tratamiento a que fue sometida, logrando su
eliminacion a una potencia minima de 400 W
durante un tiempo de exposicion de 80 s y
empleando un tiempo minimo de 60 s a 700 W,
exhibiendo una cinética de inactivacién ajustada
al modelo de Weibull, presentando un incremento
en la sensibilidad de las cepas (parametro n) en
la medida que aumentaba la potencia del
tratamiento con microondas. Las mejores
condiciones para lograr su inactivacion
mediante optimizacion numérica se logran
empleando una potencia de 660,79 W durante un
tiempo de 73,15 s.

Palabras Clave: cinética de inactivacion; e. coli;
inactivacion microbiana; inocuidad; micro-
biologia predictiva; microondas; modelo de
weibull; radiaciéon electromagnética; supervi-
vencia microbiana; parametros cinéticos.
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ABSTRACT

Microwave heating of food is an emerging
treatment where the effect on the pathogenic
microorganisms that may be present is
unknown. This research evaluated the survival of
Escherichia coli ATCC CRM 8739 inoculated in
BHI broth as a function of microwave treatment
at 300, 400, 500, 600 and 700 W for a process
time of 20, 40, 60, 80 and 100 s, its inactivation
kinetics and the best conditions to achieve its
elimination in the matrix studied. The survival of
E. coli ATCC CRM 8739 decreased as a function
of the increase in microwave power and the
treatment time to which it was subjected,
achieving its elimination at a minimum power of
400 W during an exposure time of 80 s and using
a minimum time of 60 s at 700 W, exhibiting
inactivation kinetics adjusted to the Weibull
model, presenting an increase in the sensitivity of
the strains (parameter n) as the power of the
microwave treatment increased. The best
conditions to achieve inactivation by numerical
optimization are achieved using a power of
660.79 W for a time of 73.15 s.

Keywords. inactivation kinetics; e. coli; microbial
inactivation; food safety; predictive microbiology;
microwaves; weibull model; electromagnetic
radiation; microbial survival; kinetic parameters.
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I INTRODUCCION

El control de calidad en la produccion de
alimentos tiene como finalidad dltima suministrar
productos inocuos, nutritivos y apetitosos, con
una vida de anaquel adecuada, a un costo
accesible para el consumidor (Walls et al., 2019).
Para este fin se han implementado muchos
métodos de conservacion entre otros esta el
empleo de microondas, el cual proporciona
ventajas como un tiempo de proceso mas corto y
un calentamiento mas uniforme en relaciéon con
las tecnologias convencionales (Hong et al., 2021).

La inactivacion por microondas en
microorganismos presente en los alimentos es un
tema estudiado ampliamente, muchos trabajos
citan la reduccion de microorganismos en
diferentes alimentos como carnicos, papa,
alimentos congelados, estudiandose igualmente la
capacidad de algunos microorganismos de
presentar resistencia de este tipo de métodos
como las Dbacterias Salmonella, Listeria
monocytogenes y E. coli (Huang et al., 2019;
Portela et al., 2019). Varios estudios relacionan
que muchas veces la destruccion de los mismos
depende del alimento teniendo en cuenta su
humedad y cantidad de nutrientes y también la
potencia del horno microondas (Laguerre and
Hamoud-Agha, 2019). Se relaciona presencia de
E. coli en los alimentos como productos de carne
picada cruda o poco cocida y leche cruda. La
contaminacion fecal del agua y de otros alimentos,
asi como la contaminacién cruzada durante la
preparacion de estos (con carne de vacuno y otros
productos carnicos, superficies y utensilios de

cocina contaminados) y alimentos de ventas
callejeras (Xu et al., 2019); debido a esto se hace
necesario estudiar diferentes mecanismos de
inactivacion para mantener la inocuidad de los
alimentos. Estudios realizados en diversos tipos
de alimentos expuestos a microondas han
demostrado reducciones significativas de E. coli.
En leche se redujo entre 4 y 5 ciclos logaritmicos a
1200W con 15y 20 s (Singh et al., 2019; Thum et
al., 2019); en jugo de manzana redujeron 7 ciclos
logaritmicos con 1800W y 25 s (Mendes-Oliveira
et al, 2020), en pimienta negra 6 ciclos
logaritmicos con 800W en 5 min (Rifna et al,
2019). Se ha encontrado también reduccion de 4,4
ciclos logaritmicos de E. coli, sus toxinas y de los
genes de resistencia bacteriana en el aire (Wang et
al., 2020).

En la microbiologia existen ramas dedicadas al
estudio del comportamiento de los
microorganismos sometidos al estrés, que
permiten anticipar el efecto del cambio de
determinados factores ambientales en el
crecimiento e inactivacion de los microor-
ganismos o cuando se someten bajo condiciones
controladas, = denomindndose  microbiologia
predictiva (Gonzalez et al.,, 2019), la cual esta
basada en el argumento de que las respuestas de
poblaciones de microorganismos a factores
medioambientales son reproducibles y que por lo
tanto es posible, interpolando entre puntos,
predecir el  comportamiento de  esos
microorganismos para condiciones que no han
sido ensayadas, teniendo en cuenta modelos de
distribucion  que  pueden  describir el
comportamiento del microorganismo estudiado,
entre estos estan Log lineal, Weibull, Colas
pronunciadas y Gompertz (Hashemi et al., 2019).

En este estudio se evaluo la resistencia de la cepa
de Escherichia coli ATCC CRM 8739 al ser
sometida a ondas electromagnéticas (Microondas)
a diferentes potencias (300 — 700 W) y tiempos
de proceso (20 — 100 s), empleando como matriz
de trabajo el caldo BHI (Brain Heart Infusion),
puesto que, en este, el microorganismo se
encuentra en condiciones 6ptimas de crecimiento
antes de ser sometido al tratamiento con
microondas.
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. METODO

21 Evaluacion de la supervivencia de la
Escherichia coli ATCC CRM 8739 en funcion
de la potencia del tratamiento con
microondas y el tiempo de proceso

Inicialmente se realiz6 la activacion de la cepa
Escherichia coli ATCC CRM 8739 adquirida en el
laboratorio de Bacteriologia de la Universidad de
Cordoba (Colombia) mediante siembra en 100 mL
de caldo BHI a 35°C durante 24 h. Al cabo de este
periodo, con el fin de descartar la presencia de
microrganismos contaminantes, se realizo la
siembra del caldo inoculado en agar EMB,
incubandolo a 35°C por 24 h, en el cual las cepas
de E. coli crecen con un color caracteristico verde
brillante metalico (Dhara et al., 2020).

2.2 Determinacion de la supervivencia de la E.
coli ATCC CRM 8739 en funcion a la potencia del
tratamiento con microondas y el tiempo de
proceso

Las cepas caracteristicas de E. coli que crecieron
en el agar EMB se transfirieron a 1 L de caldo

BHI, el cual se llev6 a incubaciéon a 35°C durante
24 h y luego refrigerando hasta alcanzar una
temperatura promedio de 12 + 2°C. Al término de
este tiempo se adicionaron 100 mL del caldo
inoculado en frascos estériles, con una
concentracion inicial (IV,) minimo de 10° ufc/mL,
sometiéndose a radiacion mediante ondas
electromagnéticas empleando un microondas
marca HACEB Referencia AR HM-0,7 INOX a
diferentes potencias (cuadro 1), realizando el
recuento inicial (N,) y final () del
microrganismo al término de los tiempo de
exposicion de 20, 40, 60, 80 y 100 s, midiendo
ademas la temperatura del caldo inoculado antes
e inmediatamente después del tratamiento con
ayuda de un termdémetro, empleando como
referencia  los  estudios realizados  por
Gombolka-Pawlicka (2013). El recuento se llevo a
cabo similarmente en agar EMB incubando las
muestras durante 24 h a 35°C. Una vez
transcurrido este periodo de tiempo se procedi6 a
realizar el recuento para determinar la cantidad
de colonias viables que habia en el medio
dependiendo del tiempo y potencia a que habia
sido sometida la cepa.

El calculo del porcentaje de supervivencia de la E. coli se llev6 a cabo mediante la siguiente formula:

% Supervivencia E. coli

=——x 100 (Ec.1)

0

Donde N se refiere al recuento final al tiempo “t” y N, al recuento inicial.

El experimento se llevd a cabo mediante un
diseno central compuesto, evaluando Ila
supervivencia de la E. coli ATCC CRM 8739
empleando cinco niveles de potencia (300, 400,
500, 600 y 700 W) y cinco tiempos de proceso
(20, 40, 60, 80 y 100 s), con cinco repeticiones del

punto central y tres de los puntos axiales para un
total de 29 tratamientos (cuadro 2). El analisis
estadistico de los datos se llevd a cabo mediante
ANOVA a un nivel de significancia del 5%
empleando el software Desing expert 8.0.

Cuadro 1. Tratamientos con microondas realizados en E. coli ATCCC CRM 8739

Potencia

Tiempo

Potencia

Tiempo Potencia  Tiempo

1 600 8o 11 500 60 21 500 60
2 400 80 12 500 60 22 400 40
3 600 40 13 500 20 23 300 60
4 600 40 14 500 100 24 600 8o
5 500 20 15 500 60 25 600 80
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6 500 100 16 600 40 26 300 60
7 500 100 17 500 20 27 400 80
8 700 60 18 700 60 28 400 40
9 700 60 19 300 60 29 400 40
10 400 8o 20 500 6o | - | - | -

A partir de los datos obtenidos en los ensayos, se
determin6 la mejor relacion entre potencia del
microondas y el tiempo de proceso hasta obtener
una reduccién total del microorganismo

utilizando para ello el software Desing Expert 8.0
mediante optimizacion numérica y la funcion de
deseabilidad contemplados en el mismo,
empleando las restricciones del cuadro 2.

Cuadro 2: Restricciones para determinar las mejores condiciones para la inactivacion de la E. coli
mediante el tratamiento con microondas.

Variable Restriccion Valor minimo Valor maximo
Potencia (watt) En el rango 400 700
Tiempo (s) En el rango 40 100
Supervivencia E. coli (%) Meta 0 0
Temperatura (°C) En el rango 70 98

2.3 Evaluacion de la cinetica de inactivacion
de la Escherichia coli ATCC CRM 8739
tratada con microondas

Teniendo en cuenta la concentracion inicial (N,) y
final de células (V) obtenidas después de someter
el caldo BHI que contenia la cepa de Escherichia
coli ATCC CRM 8739 a distintas potencias de
microondas (300, 400, 500, 600y 700 W) y cinco
tiempos de proceso (20, 40, 60, 80 y 100 s), se

N
Lng(N_O) =— kt

log, S(t) = log, O(M) =— bt

log, S = - g

loglOS =— Aexp(— expexp (— B(t — ()))

Donde S (t) es la fraccion de microorganismos
sobrevivientes, N (t) concentracion de células al
tiempo “t”, N, la concentracion inicial de células,
“k” es la constante de velocidad de inactivacion,
“b” y “n” se definen como la velocidad de
inactivacion y la sensibilidad de las células al

procedi6 a evaluar la cinética de inactivacion
microbiana empleando los modelos Log-Lineal
(Ec. 2), Weibull (Ec. 3), modelo de colas
pronunciadas (Ec. 4) y modelo de Gompertz (Ec.
5) (Akkermans et al., 2020). Para ello se empled
el método de minimos cuadrados teniendo en
cuenta el ajuste acorde al coeficiente de
determinacion obtenido.

(Ec.2)

n (Ec.3)

NO

Kyt (Ec.4)

(Ec.5)

estimulo, en este caso al calor, k . hace referencia a

la pendiente de la recta formada por los datos de
los microorganismos mas susceptibles al
tratamiento, k 5 hace referencia a los mas

resistentes, A, B y C son coeficientes que varian
segun la temperatura.
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. RESULTADOS

3.1 Evaluacion de la supervivencia de Escherichia
coli ATCC CRM 8739 en funcion de la potencia
del tratamiento con microondas y el tiempo de
proceso

El analisis de varianza exhibi6 diferencia
significativa en la supervivencia de la Escherichia
coli ATCC CRM 8739 en funcion de la potencia del
tratamiento con microondas (A) y del tiempo de
proceso (B). Las interacciones AB, A* y B® no
presentaron efecto significativo (p<0,05) sobre el
parametro de estudio (Figuras 1y 2). Al evaluar la

supervivencia de la E. coli ATCC CRM 8739 se
observo el descenso de su poblacion a medida que
aumentaba el tiempo de irradiacién y la potencia
empleada en el proceso. Una potencia minima de
400 W durante un tiempo de 60 segundos o
superior fue suficiente para recudir la carga
bacteriana en un 50%; no obstante, para lograr su
inactivacion se necesitaron de largos periodos de
exposiciéon al tratamiento con microondas, de
hasta 100s a la potencia relacionada para llegar a
eliminar completamente dicha bacteria, con
excepcion de la potencia méas elevada (700W) en
la cual se logro la inactivacion de la E. coli al
término de los 60 s de ensayo (cuadro 3).

Cuadro 3: Efecto del tratamiento con microondas en el porcentaje de supervivencia de la E. coli ATCC
CRM 8739 en funcion de la potencia y tiempo de tratamiento

Tiempo del Potencia del sistema con microondas (W)
tratamiento (s) 400 500 600
20 100,0% ? 00,2% ™ 87,7% b 75,3% © 74,5% *
40 92,8% " 84,4% 4 72,6% 67,6% & 34,0%7
60 80,4% % 49,3% 1 46,4% 1 22,7% ¥ 0,0% ™
80 72,2% 16,6% 4 15,2% ! 0,0%™ 0,0%™
100 60,8% " 0,0%™ 0,0% ™ 0,0%™ 0,0%™

Superindice diferente en cada columna indica diferencia significativa entre los tiempos de ensayo.

La temperatura alcanzada al finalizar los
tratamientos con microondas presentd diferencia
significativa con respecto a la potencia y tiempo
empleado en los ensayos (p<0,05),
evidencidandose su ascenso con el incremento de
dichos factores, alcanzando un valor maximo
promedio de 98 x 1,0°C, factor determinante
igualmente en la inactivacion microbiana. Sony et
al (2020), relaciona que a medida que el tiempo
de exposicion a microondas aumenta también lo
hace la temperatura del producto, elemento
decisivo para la inactivacién bacteriana y si bien
también es cierto, que a mayor potencia empleada
se elevara la temperatura en un menor tiempo
(Kubo et al, 2020). La temperatura del
tratamiento es un componente fundamental en lo
que a procesos bacterianos se refiere, ya que, si las
condiciones Optimas de supervivencia del
microorganismo persisten, la inactivaciéon de estos
sera muy escasa o nula (Dhaulaniya et al., 2019).

Se ha demostrado la efectividad del uso del
calentamiento con microondas para reemplazar la
esterilizacion UHT de la leche, inactivando E. coli
entre otros microorganismos, toxina Shiga, y
enzima alcalino fosfatasa, debido al calentamiento
rapido y el poder de penetracion mas profundo.
También se relaciona su aplicacion en productos
lacteos a granel o ya empacados, pero se pueden
presentar variabilidad en la efectividad del
tratamiento por las propiedades térmicas,
eléctricas y mecénicas del material de empaque
(Martins et al.,, 2019). Las variaciones en los
resultados del tratamiento se deben muchas veces
a que la composicion, volumen y masa de la
matriz alimentaria utilizada en el estudio.
Investigaciones realizadas con irradiacion con
microondas al aire y agua, revelaron reducciones
en el recuento de E. coli en el aire de 4 ciclos
logaritmicos con 20 s de tratamiento a 260 W,
alcanzando temperaturas de 100°C. Se ha
reportado mayor efectividad del tratamiento en el

Survival and Inactivation Kinetics of Escherichia Coli Atcc 8739 Crm by Electromagnetic Radiation

© 2022 London Journals Press

Volume 22 | Issue 11 | Compilation 1.0

London Journal of Research in Science: Natural and Formal




London Journal of Research in Science: Natural and Formal

aire que en el agua, en donde las reducciones son
de 1 ciclo logaritmico a las mismas condiciones,
demostraron que el tratamiento con microondas
provoca una reduccion importante en el nimero
de microorganismos presentes, lo cual permite
mejorar las condiciones ambientales segin sea la
dosis de irradiacion utilizada y la matriz aplicada
(Wanget al., 2019).

3.2 Determinacion de las mejores condiciones
para lograr la inactivacion de la Escherichia coli
ATCC CRM 8739 acorde a los tratamientos con
microondas realizados

Teniendo en cuenta las restricciones planteadas
en la metodologia (cuadro 2), donde la potencia se

100

75—

50

Supervivencia (%)

500
A: Potencia (Watt)

400

restringié entre 400 y 700 W debido a la poca
eficiencia que presentaron los tratamientos
realizados a bajas condiciones de la mismas (300
W), mientras que el tiempo se ajust6 al necesario
para lograr la inactivacion del microrganismo a la
potencia maxima (40 s”) y la temperatura a la
minima necesaria para lograr la inactivacion
térmica de la misma (70°C) segun Ulusoy et al.,
2019.

100 —

Supervivencia (%)

40 60 80
B: Tiempo (s)

Figura 1. Supervivencia de la E. coli ATCC CRM 8739 en funcién del efecto individual de A) Potencia
del microondas. B) Tiempo de proceso

a)

100

N o
o o1 © 9
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~
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Temperatura (°C)

80 600
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40 400
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Figura 2: Supervivencia de la E. coli ATCC CRM 8739 y temperatura alcanzada durante los ensayos en
funcion de las variables de proceso.
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Por ultimo la supervivencia de la E. coli se
condicion6 a un valor porcentual de cero (0) ya
que es el resultado deseado en la investigacion y
en la industria de los alimentos, obteniéndose
como resultado que las mejores condiciones para
lograr la inactivacion de la E. coli ATCC CRM
8739 eran empleando una potencia de 660,79 W
durante un tiempo de 73,15 s, alcanzando una
temperatura de 73°C. Resultados similares fueron
reportados por Gomotka-Pawlicka et al en 2013,
quienes lograron la inhibicion del crecimiento de
E. coli en hamburguesas a potencias de 760W
durante tiempos de 30 segundos de tratamiento.

En el cuadro 3, igualmente se puede observar que
es posible lograr la inactivacion de la E. coli a
diferentes condiciones de potencia y tiempo de
proceso como lo son 400 W y 500 W durante 100
s, 600 W durante 80 s en adelante y 700 W con
un tiempo de proceso minimo de 60 s. Estas
condiciones de tiempo y potencia son muy faciles
de implementar, ya que en la mayoria de equipos
de microondas que existen en el mercado es
posible graduar la potencia de trabajo y el tiempo
de proceso de los productos a tratar, teniendo en
cuenta las restricciones empleadas en la presente
investigacion y el tipo de matriz alimentaria a
procesar.

3.3 Evaluacion de la cinética de inactivacion
de E. coli ATCC CRM 8739 tratada con
microondas

Una vez determinados los parametros cinéticos y
el coeficiente de determinacion de los modelos, se
evidenci6 que el de Weibull presenté el mejor
ajuste al alcanzar los valores méas elevados de R*
(cuadro 4), mientras que los demas modelos
(Log-Lineal, Colas pronunciadas y Gompertz)
presentaron un ajuste menor con respecto a la
inactivacion de la E. coli ATCC CRM 8739 por
microondas. En el modelo de Weibull (Ecuacién
3), se observa que la sensibilidad de la E. coli al
tratamiento realizado (pardmetro n), presentd
una tendencia marcada al incremento al
aumentarse la potencia empleada durante el
tratamiento con microondas, resultados que son
concordantes con la disminucion en la
supervivencia de este microrganismo (cuadro 3).

({3}

Los valores de “n” hallados fueron superiores a
uno (1), con un valor minimo de 1,87 para la
potencia de 400W y méximo de 5,2629 para
700W, corroborandose el incremento en la
sensibilidad de la E.coli al tratamiento con
microondas a medida que se aumenta la potencia
de trabajo, lo cual puede deberse al incremento en
la temperatura del medio e interna del
microrganismo, provocando probablemente la
desnaturalizacion de las proteinas enzimaéticas
esenciales; o por efectos no térmicos sobre
viabilidad celular al inducir variaciones en la
homeostasis i6nica dentro de las célula, o cambios
en la permeabilidad de la membrana al
presentarse fugas de K* y Ca** y dafos en el ADN
o en el ARN, entre otros efectos (Wang et al.,
2019).

El modelo de Weibull ha sido utilizado en diversas
investigaciones para describir cinéticas de
inactivacion y parametros cinéticos en diferentes
microorganismos (Zhu et al., 2021), ya que este es
uno de los que mejor se ajusta al comportamiento
de estos. Mendes-Olivera, et al 2020 describieron
la cinética de inactivacion de Escherichia coli
O157: H7 y Listeria monocytogenes en jugo de
manzana tratado con calentamiento por
microondas a niveles de potencia 400, 600, 800y
1000 W. Song y Kang (2016) estudiaron la
inactivacion de Escherichia coli 0O157: Hy,
Salmonella Typhimurium y Listeria
monocytogenes en mantequilla de mani por
calentamiento por microondas. Kernou et al.,
(2021) encontraron que el modelo de Weibull se
ajustd a las curvas de supervivencia para describir
la cinética de inactivaciéon Escherichia coli ATCC
25922 en jugo de naranja tratado con microondas
y / o ultrasonido.

Los autores aplicaron una relacion logaritmica
para describir la dependencia de la escala el
parametro b con la temperatura y usaron la
ecuacion para describir los tratamientos térmicos
convencionales en un bafio de agua caliente.
Utilizando el perfil de temperatura de microondas
y los pardmetros Weibull ajustados para el
calentamiento convencional, los autores utilizaron
la forma integral del modelo no isotérmico de
Peleg para predecir la relacion de supervivencia
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de E. coli y L. monocytogenes. Los resultados
mostraron un buen acuerdo entre la descripcion

experimental los datos de

inactivacion.

y modelo de

Cuadro 4: Cinética de inactivacion de la E. coli ATCC CRM 8779 en funcién del tratamiento con
microondas

Cinética de inactivacion de la E. coli ATCC CRM 8739

Potencia WEIBULL COLAS PRONUNCIADAS
(Watt) n R? k, k, R?
300 3,95X10% 1,8700 0,9907 4,74X107°° 2,61x10™° 0,8606
400 6,97x107° 5,0610 0,9266 8,52x10™°° 1,62x107°° 0,3782
500 4,90x10*° 5,1102 0,9268 8,02x10° 1,72x107°% 0,3889
600 7,07X107*° 5,2392 0,9247 1,02x10°%7 1,20x107°° 0,6617
700 4,06x10™%° 5,2629 0,9926 1,10x10™7 1,06x10°% 0,8061
Potencia LOG-LINEAL GOMPERTZ
(Watt) k R? B C R?
300 0,0018 0,8544 0,0969 1 1 0,0421
400 0,0512 0,3741 2.4330 1 1 0,0066
500 0,0464 0,3829 2,1213 1 1 0,0095
600 0,0788 0,6014 3,9187 1 1 0,1511
700 0,1036 0,7025 5,7655 1 1 0,3482

V.  CONCLUSIONES

La supervivencia de la Escherichia coli ATCC
CRM 8739 disminuy6 en funcion del incremento
de la potencia del microondas y el tiempo de
tratamiento a que fue sometida, logrando su
inactivacion a una potencia minima de 400 W
durante un tiempo de exposicion de 80 s y
empleando un tiempo minimo de 60 s a 700 W.
Las mejores condiciones para lograr la
inactivacion completa de la E. coli ATCC CRM
8739 mediante optimizacién numérica en base a
la funcion de deseabilidad se logran empleando
una potencia de microondas de 660,79 W durante
un tiempo de exposicion de 73,15 s. El modelo que
mejor describi6 la inactivacion de la E. coli ATCC
CRM 8739 fue el modelo de Weibull, presentando
un incremento en la sensibilidad de las cepas
(parametro n) en la medida que se aumentaba la
potencia del tratamiento con microondas.
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