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L
et al., 1997; Alpas et al., 1999; Benito et al., 1999).  Se ha
demostrado que la aplicación de procesos a presión alta en
jugos de frutas y purés son comercialmente viables (Freeman
et al., 1995).

En este estudio,  se expuso Escherichia coli   en caldo a
UHHP para determinar muerte y efectos dañinos.  Se estu-
dió también la supervivencia de bacterias aeróbicas y E. coli
sujetas a tratamiento UHHP en leche cruda, jugo de manza-
na y jugo de durazno.

Materiales y Métodos

Microorganismos y Muestras

Medios y Cultivos
Se obtuvo Escherichia coli  KUEN 1504 del Microorganisms

Culture Collection Research and Applied Center, Facultad de
Medicina, Universidad de Estambul, Turquía.  Esta cepa se
cultivó en un caldo de infusión de cerebro corazón (BHIB;
Difco, Detroit, MI, USA) a 37ºC durante 18 horas y se trans-
firió a un caldo fresco cada 48 horas para su uso.  La cepa se
mantuvo en agar de infusión cerebro corazón (BHIA; Difco,
Detroit; MI, USA) a –27ºC.

   Inactivación de
   Escherichia coli  en
Leche y Jugos de Durazno y Naranja con
Presión Hidrostática Ultra Alta

Introducción

C. Dogan 1 y O. Erkmen2,*

La alta presión hidrostática es uno de los
exponentes destacados entre los nuevos
métodos de conservación.  Cuenta con
aplicaciones comerciales que lo colocan
entre las tecnologías más promotedoras.
Este estudio refleja su potencial de
aplicación en alimentos líquidos.

microbiana a temperaturas bajas o moderadas.  El trata-
miento con presión hidrostática alta tiene un costo energé-
tico bajo, es un proceso no térmico que inactiva los
microorganismos dañinos en alimentos,  mejora la seguridad
alimentaria y la vida de anaquel de alimentos perecederos
(Hoover et al., 1989; Hoover, 1993; Knorr, 1993; Ledward
1995; Patterson et al., 1995).

Las células bacterianas, hongos y levaduras son sensibles
a la presurización debajo de 700MPa sin embargo, las espo-
ras bacterianas, especialmente las especies de Clostridium
son relativamente resistentes a ella. (Sale et al., 1970;
Hoover et al., 1989; Knorr, 1993).  Se sabe que la resisten-
cia de los patógenos de  alimentos varía con la cepa de las
especies  (Styles et al., 1991; Patterson et al., 1995; Hauben

1 Departamento de Ingeniería Mecánica, 2 Departamento de Inge-

niería de Alimentos, Facultad de Ingeniería, Universidad de

Gaziantep, 27310 Gaziantep, Turquía.

a tecnología de presión hidrostática ultra alta (UHHP)
(200-1000MPa) es de gran interés para el procesa-
miento de alimentos porque permite la inactivación
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Se preparó la siguiente reserva de cultivo y se utilizó
para la inoculación en alimentos: 100ml de  cultivo E. coli
BHIB 18h (cultivo joven) se centrífugo a  4000 x g durante
30 min bajo condiciones asépticas.  Las células se suspen-
dieron  en 10 ml de una solución fisiológica salina estéril (PS;
0.85 NaCl; pH = 6.80) y se centrífugo, después se volvió a
suspender en 10 ml de PS.  Aproximadamente se añadió
1% (v/v) de cultivo celular en PS a 100 ml de leche cruda
(pH = 6.64), jugo de durazno fresco (pH = 5.21) y jugo de
naranja fresco (pH = 3.55).  El número final de E. coli
generalmente estuvo en el rango de 1.4 x 106  hasta 9.7 x
106 unidades formadoras de colonias (ufc) por ml.  La leche
cruda sin inoculación de E. coli  (con 7.82 x 104 ufc por ml
de flora natural) se utilizó como control.

Los cultivos utilizados en todos los experimentos se pre-
pararon en fresco con el mismo procedimiento.

Tratamiento a Presión Hidrostática Alta

Equipo
Un recipiente de presión hidrostática (diámetro interno 4

cm; largo 12 cm; máxima tolerancia de presión 1500 MPa)
con un volumen interno de 150 cm3  y una unidad hidráulica
(Kon-hidroliksan; presión hidráulica e industria manufacture-
ra, Inc., Konya Turkía).

Preparación y Crecimiento de Suspensiones Celulares para
Presurización

Se inoculó un volumen de 0.1ml de  un cultivo de E. coli
en BHIB (pH = 6.80) por duplicado y se incubó a 37ºC
durante 18 horas (cultivo joven).  El cultivo viejo de E. coli
se obtuvo incubando E. coli  en BHIB a 37ºC durante 5 días.
Los cultivos jóvenes y viejos se diluyeron usando BHIB esté-
ril para obtener una concentración celular de aproximada-
mente 5.62 x 107 (ufc/ml) para utilizarlos en tratamientos
de presión.
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Tratamiento a Presión Hidrostática Ultra Alta
Se colocaron diez mililitros de cada muestra en una

bolsa de polietileno estéril (esterilizadas con H2O2  al 0.1%;
5.5 x 4.0 cm).  Las bolsas se sellaron después de eliminar
el aire de adentro y se colocaron en un recipiente a pre-
sión hidrostática en un equipo de alta presión.  Se gene-
raron niveles de UHHP util izando agua desionizada
presurizada con una bomba.   Las muestras se presurizaron
de 200 a 700 MPa a 25ºC  a tiempos diferentes.  Los
rangos de incremento de presión y de depresurización
fueron de aproximadamente 100 a 200 MPa/s, respecti-
vamente.

El tiempo de presurización reportados en este estudio
no incluyen los tiempos de presión y depresurización.  La
presión se midió con un registrador instalado en el equipo.

Inmediatamente después de la presurización, los frascos
se sacaron, enfriaron en un baño de hielo y se utilizaron
para enumerar (dentro de aproximadamente 3 min después
de la presurización)  las células viables (ufc/ml).

Cuenta Microbiana
Las bolsas con  suspensiones celulares control y las

presurizadas se diluyeron en serie en agua peptonada 0.1%

(Difco, Detroit, MI, USA). Se utilizó el medio  agar no selec-
tivo BHIA en la cuenta de las células viables de E. coli  en
BHIB tratado a presión.  El medio agar selectivo de bilis rojo
violeta (VRBA; Difco, Detroit, MI, USA) también se usó para
contar células  de E. coli  viables a 300 MPa.

BHIA y VRBA también se usaron para contar las bacte-
rias aeróbicas viables y E. coli , respectivamente, de leche,
jugo de durazno y jugo de naranja (Erkmen, 2000).  Cada
experimento se realizó tres veces con bolsas por duplicado,
en días por separado, los resultados son el promedio de
estos valores.  La diferencia entre las cuentas viables (a 300
MPa) en BHIA y VRBA se usaron para estimar el daño celular
(Erckmen, 2000).  La diferencia entre las cuentas viables
en BHIA de células viejas (5 días de cultivo) y células jóve-
nes (18 h de cultivo) se utilizaron para comparar la resisten-
cia de las células dependiendo de la edad.

Análisis Estadístico
El análisis de la varianza se realizó con los datos obteni-

dos a diferentes estados del tratamiento UHHP con el soft-
ware Statgraphics 2.0 (Stsc., Inc., Rockville, Md).

Resultados y Discusión
La reducción en la población de E. coli  en BHIB a 200

MPa fue de aproximadamente 0.2 unidades log después de
1 min de presurización, mientras que fue de 0.65, 0.97,
1.52, 2.32 y  2.86 unidades log a 300, 400, 500, 600 y 700
MPa respectivamente (Figura 1).Te
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Tabla 1.  Inactivación de células jóvenes y viejas de E.
coli (log ufc) y daño celular después del tratamiento UHHP
a 300 MPa.

Tiempo NSC SC Dañoa Células Resistenciab

(min) (Células (%) Viejas(%)
Jóvenes)

1 7.12 7.08 8.8 7.27 29.2
3 6.7 6.04 78.1 6.89 35.6
5 6.0 4.32 97.9 6.45 64.5
10 4.9 3.54 95.6 5.58 79.1
15 4.24 2.45 98.3 4.67 62.8
20 3.8 1.92 99.9 4.0 36.9
30 2.36 0.98 95.8 3.12 82.6
45 1.21 NG 100 2.12 87.7
50 0.56 NG 100 1.56 90.0
60 0.67 100
70

a Número inicial de E.coli  en el rango de 2.6 x 107 hasta 7.2 x 107; NSC =
cuenta no seleccionada; SC = Cuenta Seleccionada. b Porcentaje de
resistencia de células viejas después de sustraerlas de células jóvenes
sobrevivientes.
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El BHIB se esteril izó después de 10 minutos de
presurización a 600 MPa (p. ej., no hubo células sobrevi-
vientes en la placa con 1 ml de muestra tratada no dilui-
da) sin embargo, aproximadamente 2.56 y 1.23 unidades
log sobrevivieron a 400 y 500 MPa.  Al aumentar la pre-
sión disminuyó el tiempo requerido para inactivar el mis-
mo número de células.

Al aumentar el tiempo de presurización de 1 a 10 min
se redujo la población a menos de 0.75 unidades log a
300 MPa.  Pero el aumento de presión de 300 a 700 MPa
disminuyó cerca de 2.86 unidades log en 1 minuto.  Los
resultados mostraron que a un rango de presión modera-
da, el tiempo de presurización no aumenta en gran medi-
da la muerte celular (Préstamo et al., 1999; Alpas et al.,
2000).

Figura 1. Efecto de presión hidrostática alta de 200 a 700 MPa
en E. coli en BHIB vs tiempo. (l) 200 MPa, (n) 300 MPa, (¡) 400
MPa, (o) 500 MPa, (r) 600 MPa, (p) 700 MPa.

Figura 2.  Inactivación de E. coli en BHIB como función de la
presión a diferentes tiempos: (¡) 1 min, (o) 3 min; (r) 5 min; (l) 10
min; (n) 15 min; (p) 20 min.

Figura 3. Efecto de presión hidrostática alta a 400 y 600 MPa en
bacterias aeróbicas y E. coli  a diferentes tiempos. (a) Leche
cruda; (b) jugo de durazno fresco; (c) jugo de naranja fresco; (¡)
400 MPa (APC); (l) 400 MPa (E. coli); (o) 600 MPa (APC);  (n) 600
MPa (E. coli); (r) 400 MPa (flora de leche natural; (p) 600 MPa
(flora de leche natural.
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Parece ser que la presurización durante mayor tiempo a
un rango menor de presión puede no ser una gran ventaja
para la inactivación microbiana.

Los efectos de UHHP a 300 MPa en células viejas (culti-
vadas 5 días) y células jóvenes ( cultivadas 18h) de E. coli ,
y el daño celular (Tabla 1, pág 8) mostraron que cerca de
3.75 y 4.03 unidades log de células viejas y jóvenes, res-
pectivamente se inactivaron después de 20 min de trata-
miento bajo presión.  Hubo diferencias significativas (P<0.01)
entre la sensibilidad de células viejas y jóvenes a la presión.
La presurización induce daño celular, como se ve al compa-
rar las cuentas de células viables en un medio no selectivo y
un medio selectivo.  Los resultados indicaron la presencia
de células dañadas las cuales fueron capaces de crecer en
18 h en un medio no selectivo después del tratamiento con
presión, pero no en un medio selectivo.

Hubo diferencias significativas (P<0.01) en la inactivación
de E. coli  durante los tratamientos con presión (Figura 2,
pág. 10).  La sensibilidad de E. coli   al aumentar la presión
fue mayor que el aumento de tiempo de exposición.  Sin
embargo, no hubo una relación proporcional entre el au-
mento en presión y la reducción de la población bacteriana
(Figura 1, pág. 10). El tratamiento a baja presión no fue
muy eficiente pero sobre 600 MPa cambió significativamente.

La Leche cruda, jugo de durazno y jugo de naranja se
sometieron a tratamientos de presión de 400 y 600 MPa
(Figura 3, pág. 10).  Después de 10 min a 400 MPa, sobre-
vivieron cerca de 5.27 y 4.89 unidades log de bacterias
aeróbicas y E. coli , respectivamente en leche cruda, mien-
tras que aproximadamente 3.27 y 1.32 unidades log de
bacterias aeróbicas y E. coli   sobrevivieron a 600 MPa.

La leche se esterilizó después de 60 y 45 min a 400 y
600 MPa, respectivamente.  El jugo de naranja se esterilizó
después de 15 y 10 min a 400 y 600 MPa respectivamente

mientras que el jugo de durazno se esterilizó des-
pués 25 y 12 min, respectivamente.

El efecto de inactivación de
UHHP en bacterias aeróbicas

y E. coli   fue mayor en jugo de
naranja que en jugo de durazno
y leche, debido a un efecto
sinérgico con el pH (3.55) en tra-
tamientos bajo presión.  Mackey
et al., (1995) determinaron que
la reducción de pH en el medio
causó un aumento progresivo en
la sensibilidad de las células a la
presión.
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La resistencia de la bacteria a tratamientos bajo presión
fue mayor en leche, siguiéndole el jugo de durazno y el
jugo de naranja, debido ésta a la composición de la leche.
La composición química de los alimentos afectan
significativamente (P<0.01) la respuesta de la bacteria a la
presión (Figura 1 y 3 (a)-(c)).

Algunos compuestos de los alimentos como las proteí-
nas, carbohidratos, lípidos, aminoácidos y vitaminas, ejercen
un efecto protector en la inactivación microbiana (Patterson
et al., 1995).  Por esto es importante evaluar las condicio-
nes de proceso en los alimentos de interés en lugar de
extrapolar datos de otros sustratos.

La presurización no afectó de manera importante la
morfología celular (Wuytack et al., 2000).  No obstante,
ocurrieron algunos daños físicos, como se reflejó en la apa-
rición de brotes en la superficie celular, la integridad de la
membrana se perdió en la mayor parte de la población celu-
lar y disminuyó en el potencial de la membrana (Pagan y
Mackey, 2000; Ritz et al., 2002; Wuytack et al., 2002).
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