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Intense light pulses (ILP) represent an emerging processing technology that involves the application of intense flashes of short
duration and broad spectrum for surface decontamination of foods. Three mechanisms are proposed to explain the mode of
antimicrobial action, involving photochemical, photothermal and photophysical effects. The application of this technology should
not exceed fluences of 12 J/cm~ with an spectral emission range of 180-1100 nm and a maximum pulse duration of 2 ms. This review
introduces the principles, factors and mechanisms of action that affect the antimicrobial activity and potential application of ILP in
fruits and vegetables. The effectiveness and impact of ILP on microbial inactivation of fresh and fresh-cut fruits and vegetables, the
physicochemical changes that occur in these substrates once treated as well as some recent research works in other food systems are
also discussed.
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Los pulsos de luz intensa (PLI) constituyen una tecnologia de procesado emergente que consiste en la aplicacion de destellos
luminicos de corta duracion y amplio espectro para la descontaminacion superficial de los alimentos. Para explicar su modo de
accion antimicrobiana se han propuesto tres mecanismos: fotoquimico, fototérmico y fotofisico. Segiin la FDA, los tratamientos no
deben exceder los 12 J/cm? con una emision espectral entre 180—1100 nm y una duracién del pulso no superior a 2 ms. En esta
revision se presentan los principios, factores y mecanismos de accion que afectan la actividad antimicrobiana y la aplicacion
potencial de los PLI en frutas y hortalizas. Ademas, se tratan los aspectos que condicionan la eficacia y los efectos de los PLI sobre
la inactivacion microbiana en frutas y hortalizas enteras o cortadas, los cambios fisico-quimicos que ocurren en estos sustratos una

vez tratados y algunas investigaciones recientes en otros sistemas alimentarios.

Palabras clave: pulsos de luz intensa; frutas y hortalizas frescas cortadas; inactivacion microbiana; calidad

Introduccion

Existen evidencias de que una dieta rica en frutas y hortalizas
conlleva multiples beneficios para la salud, disminuyendo el
riesgo de enfermedades tan comunes como el cancer (East-
wood & Morris, 1992). Su consumo representa un interesante
aporte de agua, fibra dietética, vitaminas, minerales, y
distintos tipos de componentes bioactivos con elevado poten-
cial antioxidante (Martin-Belloso & Rojas-Graii, 2005). Por
ello, los consumidores estan orientando sus habitos de
consumo hacia productos que cumplan con estas expectativas.
Los cambios en los modelos de consumo estan ejerciendo un
efecto determinante sobre las areas de innovacion tecnologica,
favoreciendo la aparicion de tecnologias de procesado que, a
la vez de garantizar la seguridad de los alimentos, posean las
caracteristicas organolépticas y nutritivas tipicas del producto
fresco (Schlimme, 1995). Entre los métodos de conservacion
innovadores que atienden a las demandas actuales de los
consumidores, se han desarrollado nuevas tecnologias de
procesado no térmico, que como su nombre indica poseen un
efecto térmico minimo sobre el alimento.

En este contexto los pulsos de luz intensa (PLI)
representan una de las tecnologias mas prometedoras para
asegurar la inactivacion de bacterias frecuentemente

asociadas a intoxicaciones alimentarias en frutas y hortalizas.
Esta técnica ha recibido diferentes nombres en la literatura
cientifica, tales como pulsos de luz ultravioleta (UV)
(Anderson, Rowan, MacGregor, Fouracre, & Farish, 2000;
Sharma & Demirci, 2003; Wang, MacGregor, Anderson, &
Woolsey, 2005), pulsos de luz de alta intensidad y amplio
espectro (Roberts & Hope, 2003), pulsos de luz (Rowan
et al.,1999), pulsos luminicos (Barbosa-Canovas, Pothakam-
ury, Palou, & Swanson, 1998) o pulsos de luz blanca
(Marquenie, Michiels, Van Impe, Schrevens, & Nicolai,
2003). Los tratamientos por PLI fueron aprobados por la
Food and Drug Aministration estadounidense para la
descontaminacion de alimentos y superficies en contacto
con los mismos, con la restriccion de utilizar lamparas de gas
xeno6n como fuente de luz, generando pulsos de una duracion
inferior a 2 ms y que el total de energia incidente en el
alimento no exceda de 12 J/em? (FDA, 2000).

Esta tecnologia tiene como objetivo principal ofrecer un
producto con una minima alteracion de sus propiedades
caracteristicas (color, sabor, olor, firmeza), con una vida util
que permita una comercializacion eficaz del mismo y libre de
cualquier microorganismo perjudicial para el consumo
humano. Por lo tanto se plantea un doble reto: conservar
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al maximo dichas propiedades y reducir o eliminar cualquier
microorganismo patogeno o alterante capaz de alterar el
producto.

En esta revision se presentan los principios basicos que
rigen la aplicacion de los pulsos de luz intensa, sus efectos y
eficacia sobre los diferentes componentes de los alimentos
(frutas y hortalizas), los factores involucrados, mecanismos
de accion contra los microorganismos y las Gltimas investi-
gaciones realizadas con esta tecnologia emergente.

Fundamentos de la aplicacion de pulsos de luz intensa
(PLI)

La aplicacion de pulsos de luz implica la utilizacion de luz de
alta intensidad comprendida en el rango espectral 180-
1100 nm, desde la region ultravioleta a la del infrarrojo
cercano, con la finalidad de asegurar la descontaminacion
microbiologica sobre la superficie de cualquier alimento o
material de envasado (Barbosa-Canovas et al., 1998;
Elmnasser et al., 2007). Los equipos de tratamiento suelen
disponer de un generador, un condensador que almacena la
energia durante un periodo relativamente corto, y un
elemento de control que libera la energia de forma subita
en una camara de tratamiento mediante una lampara de
xenoOn. La alta energia transmitida a la lampara produce un
destello intenso centrado sobre el area de tratamiento
(Elmnasser et al., 2007). Actualmente, existen equipos que
permiten aplicar pulsos a frecuencias comprendidas entre 1 y
20 destellos por segundo con una fluencia (densidad
energética) por pulso de entre 0,01 y 50 J/em?. La duracion
de los pulsos suele situarse entre 1 us y 0,1 s (Barbosa-
Canovas et al., 1998; Dunn, Ott, & Clark, 1995).

Factores criticos del tratamiento por PLI sobre la
inactivacion microbiana

Como ocurre en la mayoria de técnicas de procesado, la
eficiencia microbicida de los PLI depende de un amplio
numero de factores que determinan la efectividad de esta
tecnologia.

Fluencia y factores relacionados

Segun Gomez-Lopez, Ragaert, Debevere, y Devlieghere
(2007), el factor mas importante y que determina el efecto
de los PLI es la fluencia (medida en J/cm?) incidente sobre la
muestra. La fluencia es la energia emitida desde la lampara
que incide en la muestra por unidad de superficie. Factores
como la distancia desde la fuente de luz a la muestra, o la
naturaleza y grado de limpidez de la via de propagacion
afectan al nivel de energia que finalmente alcanza la muestra.
El espesor, transparencia y color de la muestra son
igualmente factores limitantes, debido a la baja penetrabil-
idad de la luz UV. La longitud de onda es otro factor que
condiciona la eficiencia del proceso (Sawant & Gajakos,
2008), al igual que la duracion y el numero de pulsos.

Distribucion espectral
Diversos estudios sugieren que determinadas regiones del
espectro de la luz, especialmente la fraccion UV-C, son
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responsables de la muerte celular (Davies-Colley, Donmin-
son, & Speed, 1997; Fargues et al., 1997, Woodling &
Moraru, 2007). Sin embargo, la composicion espectral no
determina por si sola el grado de inactivacion microbiana.
Ramos-Villarroel, Aron-Maftei, Martin-Belloso, y Soliva-
Fortuny (2012) observaron el siguiente orden, de mayor a
menor, en la eficiencia antimicrobiana de los tratamientos
aplicados con luz de distinta amplitud espectral: 180—
1100 nm (espectro completo), 305-1100 nm (espectro com-
pleto sin luz UV-C) y 400-1100 nm (solamente VIS y NIR).
Los resultados de este estudio mostraron que al suprimirse la
fraccion espectral ultravioleta, la inactivacion de E. coli 'y L.
innocua disminuy6 de forma dramatica.

Topografia del sustrato y densidad microbiana

Los microorganismos pueden residir en grietas o irregula-
ridades de la superficie del alimento, a la vez pueden penetrar
bajo la superficie del producto y de esta manera disminuir la
eficiencia del tratamiento (Lagunas-Solar, Pifia, MacDonald,
& Bolkan, 2006). En consecuencia, tanto la topografia del
sustrato como la densidad microbiana son factores a tener en
cuenta cuando se pretende minimizar esta pérdida de
efectividad del tratamiento, también denominada como
efecto sombra (Uesugi, Woodling, & Moraru, 2007; Wood-
ling & Moraru, 2005).

Productos metabdlicos de los microorganismos y color
de los sustratos

En un estudio sobre los factores criticos interrelacionados
que afectan a la eficacia de los pulsos de luz para la
inactivacion de patdgenos bacterianos clinicamente rele-
vantes, se encontro que la produccion de piocianina por
ciertas cepas de Pseudomonas aeruginosa proporciond alguna
proteccion contra la accion germicida de los pulsos de luz a
bajos niveles de energia (3,2y 5 J) usando poblaciones
iniciales de < 107 UFC/em”. Los pigmentos y/o mucus
proporcionan proteccion contra la exposicion a los pulsos
de luz. Esta proteccion dependera de la poblacion celular, la
energia de descarga de la lampara y el numero de pulsos
aplicados (Farell, Garvey, Cormican, Laffey, & Rowan,
2010). Fine y Gervais (2004) concluyeron que el cambio en la
modificacion del color entre la harina de trigo y la pimienta
negra tratada por PLI puede ser explicada por la diferencia
en el color inicial. De hecho, se sabe que los productos
oscuros absorben mas la radiacion luminica que los
productos claros y en consecuencia el nivel de inactivacion
sera mayor en los primeros.

Composicion del sustrato

Otro factor determinante es la composicion del sustrato
alimenticio. Las proteinas y grasas disminuyen la eficacia del
tratamiento, mientras que el agua y almidon no presentan
una variacion particular en el proceso de descontaminacion
(Gomez-Lopez, Devlieghere, Bonduelle, & Debevere, 2005b).
Algunas proteinas presentan una mayor absorbancia frente a
radiaciones de la region UV-B, especificamente con una
longitud de onda cercana a los 280 nm, mientras que los
lipidos con dobles enlaces aislados o conjugados presentan
una mayor absorcion frente a radiaciones ultravioleta
(Hollosy, 2002). En general, cuanto mas complejo sea el
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medio, tanto mayor sera la competencia por los radicales
libres generados entre los componentes presentes, lo que
incidira en el grado de alteracion microbiana (Moraru &
Uesugi, 2009).

Ademas, la composicion y estructura del sustrato
condicionan el comportamiento de la luz al entrar en contacto
con el mismo. De este modo, la radiacion puede reflejada,
refractada, dispersada o absorbida en varios grados. En el
caso de tejidos biologicos, la absorcion y la dispersion son los
tipos mas relevantes de interaccion sustrato-luz (Cheong,
Prahl, & Welch, 1990; Moraru & Uesegui, 2009). Cuanto mas
corta es la longitud de onda de la radiacion, mayor es su
capacidad de penetracion y absorcion por proteinas y grasas,
resultando en una menor efectividad del tratamiento. Por lo
contrario, los alimentos ricos en carbohidratos y pobres en
proteinas y grasas, tales como las frutas y hortalizas son
adecuados para la descontaminacion por PLI (Gomez-Lopez,
Devlieghere, Bonduelle, & Debevere, 2005a).

Tipo de microorganismo

El tipo de microorganismo, asi como sus exigencias fisiolo-
gicas, bioquimicas y culturales presentan una gran importan-
cia a efectos de su inactivacion mediante luz pulsada. Diversos
estudios han reportado que las bacterias Gram positivas son
mas resistentes que las Gram negativas a los tratamientos por
PLI (Anderson et al., 2000; Farrell, Garvey, Cormican,
Laffey, & Rowan, 2010; Rowan et al., 1999). Diversos
estudios llevados a cabo tanto en sistemas in vitro como en
alimentos reales han arrojado la siguiente ordenacion, en
orden decreciente, en referencia a la sensibilidad de los
microorganismos frente a la radiacion luminica: bacterias
Gram negativas, bacterias Gram positivas y esporas fungicas.
La distincion caracteristica de las bacterias Gram positivas es
la composicion de su pared celular (Madigan, Martinko,
Dunlap, & Clark, 2009). Por lo tanto, la estructura de la pared
celular de las bacterias Gram positivas podria generar una
proteccion extra frente a los tratamientos por PLI. Ademas, se
ha tratado de explicar la sensibilidad de las bacterias a la
radiacion ultravioleta, tomando en cuenta el habitat caracte-
ristico de estos microorganismos. Hobbs y Roberts (1987),
sefialaron que los enteropatoégenos Gram negativos sensibles a
la luz UV se encuentran esencialmente confinados en los
tractos alimentarios humano/animal y en consecuencia,
desarrollaron muy poca capacidad de resistencia a la
radiacion UV. Contrariamente, L. innocua y otras cepas de
bacterias Gram positivas pueden desarrollarse en distintos
ambientes expuestas a la radiacion solar, lo que intrinseca-
mente implica una mejor adaptacion a la radiacion UV
(Hobbs & Roberts, 1987).

No obstante, dicha susceptibilidad puede verse condicio-
nada por una gran nimero de factores por lo que no siempre
es facil establecer patrones de inactivacion en funcion del tipo
de microorganismo. Gomez-Lopez et al. (2005b) no pudieron
establecer ninglin patron de sensibilidad claro entre diferentes
grupos de microorganismos, después de evaluar el efecto de
tratamientos con luz pulsada sobre 25 especies de bacterias,
mohos y levaduras.

Mecanismo de accion de los pulsos de luz intensa

Hasta el momento, se han sefialado tres mecanismos de
accion de los PLI: fotoquimico, fototérmico y fotofisico

(Elmnasser et al.,, 2007; Krishnamurthy, Demirci, &
Irudayaraj, 2007; Oms-Oliu, Martin-Belloso, & Soliva-For-
tuny, 2009; Wuytack et al., 2003). Aunque el mecanismo
exacto responsable de la muerte celular ain no esta
completamente aclarado, la mayoria de los estudios realiza-
dos sostienen que la porcion UV de la luz, y muy
especialmente la fraccion de onda corta de dicha radiacion,
poseen una influencia decisiva sobre la inactivacion micro-
biana (Anderson et al., 2000; Rowan et al., 1999; Wang et al.,
2005; Woodling, & Moraru, 2007). Sin embargo, diversos
estudios llevados a cabo concluyen que dicha inactivacion
esta intimamente ligada a efectos fotoquimicos y fototérmi-
cos, ademas de a un tercer efecto fotofisico (Anderson et al.,
2000; Takeshita et al., 2003; Wang et al., 2005; Weskhof,
2001; Wuytack et al.,, 2003). Es posible que los tres
mecanismos coexistan y la importancia relativa de cada uno
parece depender de la fluencia y del microorganismo objeto
de estudio.

Efecto fotoquimico

Algunos estudios llevados a cabo con luz ultravioleta han
permitido explicar el mecanismo fotoquimico de inactivacion
microbiana. No obstante, a pesar de que el mecanismo de
inactivacion por PLI puede tener similitudes con el de los
tratamientos con luz UV continua, se cree que existen
algunas diferencias entre ambos tratamientos (Gomez-Lopez
et al., 2007). El efecto germicida de la luz UV ha sido
atribuido primeramente a una transformacion fotoquimica
de las bases de pirimidina (citosina y timina) en el ADN de
las bacterias, virus y otros microorganismos para formar
dimeros (principalmente dimeros de timina). La formacion de
tales bandas previenen el entrecruzamiento del ADN para la
replicacion y el organismo es incapaz de reproducirse (muerte
clonogénica). Sin suficientes mecanismos de reparacion, tales
dafnos resultan en mutaciones, perjudicando la replicacion y
la transcripcion de genes, y finalmente la muerte del
organismo (Bolton & Linden, 2003; MacDonald, Curry, &
Hancock, 2000; Panico, 2005; Wang et al., 2005).

Takeshita et al. (2003) indicaron que el efecto letal en las
células de levadura por los PLI no es totalmente dependiente
del dafo al ADN, debido a que se encontrd un incremento en
la concentracion de proteinas eluidas y cambios estructurales
solamente en el caso de las células pulsadas. Por lo tanto, los
pulsos de luz intensa inducen a dafios en la membrana
celular. La inactivacion de los microorganismos por los PLI
se puede considerar como un proceso que tiene diversas
consecuencias en la célula. El impacto de los tratamientos de
luz pulsada sobre las proteinas, membranas y otros
materiales celulares ocurre probablemente a la par con la
alteracion de los acidos nucleicos. Diversos trabajos propor-
cionan un ejemplo claro de ello, mostrando que la motilidad
de E. coli ces6 inmediatamente después de expuesta a pulsos
de luz (Sawant & Gajazos, 2008; Wuytack et al., 2003).

Por otro lado el efecto fotoquimico de los PLI sobre los
microorganismos puede invertirse mediante iluminacion con
longitudes de ondas largas, especialmente aquéllas corres-
pondientes al espectro de la luz visible. El mecanismo
reparador implicado en este proceso se denomina fotoreacti-
vacion (McDonald et al., 2000). Este fendmeno se ha
evidenciado en diversas investigaciones (Anderson et al.,
2000; Gomez-Lopez et al., 2005a; MacGregor et al., 1997,
Otaki et al., 2003; Rowan et al., 1999). En el mecanismo de
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fotoreactivacion interviene la enzima fotoliasa, la cual se une
a los dimeros de pirimidina en una reaccion independiente de
la luz. Luego se requiere un fotén cuya longitud de onda esté
comprendida entre 300 y 500 nm para que la enzima pueda
donar un electron al dimero. Esto ultimo inicia una
reorganizacion electronica que finalmente restablece las dos
pirimidinas intactas.

Existen otros dos mecanismos de reparacion por dafio de
luz UV que pueden reactivar las células tratadas por pulsos de
luz. El primero implica una reparacion en la oscuridad,
mediante el cual se consigue la correccion de los dimeros
gracias a la intervencion de enzimas que actiian en ausencia de
luz, restituyendo la informacion genética adicional (Jungfer,
Schwartz, & Obst, 2007, Madigan et al., 2009). El otro
mecanismo esta especificamente relacionado con las esporas,
las cuales pueden repararse por si mismas mediante el comtn
sistema de escision y reparacion, también denominado
sistema de reparacion especifica. Este mecanismo involucra
un proceso de reconocimiento del dafio, escision y resintesis
del ADN en el sitio dafiado con ayuda de la enzima ADN-
polimerasa (Gomez-Lopez et al., 2007; Setlow, 1992).

Efecto fototérmico

Algunos autores han atribuido el trastorno celular a un efecto
fototérmico causado por la absorcion de la luz UV cuando la
fluencia es excesiva (<12 J/ecm?) (Hiramoto, 1984; Wekhof,
2000, 2001). La consecuencia del efecto fototérmico en el
microorganismo que absorbe la radiacion, es la elevacion de
la temperatura produciendo incision y ablacion de la célula
bacteriana. La constitucion quimica de los diferentes
componentes de una célula es la que determina la longitud
de onda especifica de radiacion electromagnética absorbida,
lo que se conoce como ““pico de absorcion”.

Existen evidencias que apoyan la hipotesis que un
calentamiento altamente localizado puede causar la muerte
celular (Wekhof, 2000). Se conoce que la temperatura de la
muestra se incrementa después de expuesta a niveles de
radiacion luminica con capacidad bactericida. Teniendo en
cuenta que las proteinas son sensibles al calor, es razonable
pensar que incluso bajas dosis de radiacion luminica puedan
jugar un rol en la muerte celular a causa de la interaccion
sobre las funciones proteicas relacionadas con las actividades
de los acidos nucleicos (Cover, Holloway, Xue, & Busby,
2001; Panico, 2005).

Segun Farrell et al. (2010), el calentamiento intracelular
puede contribuir significativamente a la eficacia germicida de
los PLI. A pesar de que el incremento en la temperatura de la
superficie del sustrato no excede de 4.2 + 0.2°C después del
procesado, el sobrecalentamiento localizado de los constitu-
yentes celulares internos deber ser tomado en cuenta. Por
ejemplo Wekhof (2001) ilustré microfotografias electronicas
de esporas deformadas de Aspergillus niger tratadas por PLI,
mostrando rupturas, que proporcionan evidencia de la
liberacion de sus contenidos celulares sobrecalentados.

Efecto fotofisico

El impacto de los pulsos de luz sobre las membranas,
proteinas y otros materiales celulares esta relacionado
probablemente con la destruccion de los acidos nucleicos.
En las células pueden ocurrir cambios estructurales, como
por ejemplo distorsion en la membrana celular, que induce
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cambios en la forma de la célula (Elmnasser et al., 2007).
Algunas investigaciones han demostrado tal efecto en
diferentes sustratos, como por ejemplo deformacion de
esporas de Aspergillus niger (Wekhof, 2001), células de
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Wuytack et al.,
2003), células de bacterias enteropatogenas de origen
alimentario (Anderson et al., 2000), células de Staphylococcus
aureus (Krishnamurthy, Tewari, Irudayaraj, & Demirci,
2008) y células de Saccharomyces cerevisiae (Takeshita
et al., 2003). Estas evidencias de alteracion fisica son el
resultado del colapso estructural de las células microbianas,
que pueden derivarse de los dos efectos anteriores (fotoqui-
mico y fototérmico). Un estudio reciente realizado por
Ramos-Villarroel et al. (2012) demostré mediante micro-
scopia electronica de transmision (TEM) danos significativos
en el citoplasma celular con cambios en la membrana
citoplasmatica de las células de E. coli y L. innocua
inoculadas en champifiones frescos cortados expuestos a
tratamientos de 12 J/cm?. Estos autores observaron que las
microfotografias obtenidas por TEM corroboran los resulta-
dos de inactivacion. A su vez, dichas observaciones
confirmaron una alteracion mas pronunciada a nivel celular
para E. coli (bacteria Gram negativa) que para L. innocua
(bacteria Gram positiva). Sin embargo, las evidencias
mostradas por este y otros trabajos similares son unicamente
el principio de muchos estudios necesarios sobre los
mecanismos de accion de los PLI en alimentos, que
permitiran establecer la eficacia y los efectos sobre los
microorganismos de distintos rangos espectrales de la luz.

Aplicacion de pulsos de luz intensa sobre los
microorganismos en firutas y hortalizas

De los pocos estudios que se han realizado en frutas y
hortalizas, es necesario mencionar que los diversos factores
criticos del proceso, las diferencias en los equipos, las
condiciones experimentales de los estudios realizados, in-
cluido la variedad de sustratos utilizados, limitan la compara-
cion de la efectividad de los pulsos de luz intensa sobre los
microorganismos. Sin embargo, las distintas investigaciones
llevadas a cabo hasta el momento permiten arrojar diversas
conclusiones utiles de cara a futuras investigaciones. La Tabla
I muestra un resumen de los resultados mas relevantes con
respecto a la inactivacion microbiana mediante tratamientos
con PLI en frutas y hortalizas.

Frutas enteras

Se ha evaluado la aplicacion de PLI para la desinfeccion de
frutas frescas (Lagunas-Solar et al., 2006). Los microorga-
nismos utilizados fueron Alternaria alternate, Asperillus niger,
Botrytis cinerea, Fusarium oxysorum, Fusarium roseum,
Monilinia fructicola, Penicillium expansum, P. digitatum y
Rhizopus stolonifer, alcanzandose una inactivacion total
después de la exposicion a tratamientos con 0,5 J/cm?
empleando luz de 248 nm para la mayoria de mohos, con
la excepcion de A. miger, que requirié dosis de 1,9 J/em?.
Marquenie et al. (2003) no encontraron inactivacion de
Botrytis cinerea inoculada sobre fresas después de un
tratamiento con una intensidad de 7 J. Los autores con-
cluyeron que los resultados obtenidos se debieron a una dosis
insuficiente y exposicion inadecuada de las muestras.
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Tabla 1. Inactivacion microbiana en frutas y hortalizas tratadas con pulsos de luz intensa.

Table 1. Microbial inactivation in fruits and vegetables treated with intense light pulses.
Fluencia ~Numero Inoéculo Log Reduccion
Sustrato Tratado Microorganismo (J/em?) de pulsos UFC/mL Log UFC/g Referencia
Manzanas, naranjas, Alternaria, Botrytis, 0-10 - 3-5 >S5 Log Lagunas-Solar et al., 2006
Kiwi, limones, Aspergillus,
melocoton, peras, Monilinia,
frambuesas, Penicillium, Rhizopus,
nectarinas y uvas de Phytophthra
mesa
Fresas Botrytis cinerea 7/pulso 3750 5,7 <1 Log Marquenie et al., 2003
Frambuesas Escherichia coli 22.6 180 6 43 Bialka & Demirci, 2007
0157:H7
Frambuesas Salmonella 22,6 180 6 2.9 Bialka & Demirci, 2007
Fresas Escherichia coli 25,7 15-180 5 2,1 Bialka & Demirci, 2008
0157:H7
Fresas Salmonella 34,2 15-180 5 2.8 Bialka & Demirci, 2008
Frambuesas Escherichia coli 74 15-180 5 3,9 Bialka & Demirci, 2008
0157:H7
Frambuesas Salmonella 59.4 15-180 5 34 Bialka & Demirci, 2008
Aguacate Listeria innocua 6y 12 15y 30 8 2,61y 297 Ramos-Villarroel et al., 2011a
Escherichia coli 6y 12 15y 30 8 2,90y 3,33 Ramos-Villarroel et al., 2011a
Aguacate Listeria innocua 12 30 8 3 Ramos-Villarroel et al., 2011b
Repollo blanco, puerro,  Aerobios mesofilos 0,30 2 - 1,6-2,6 Log/cm2 Hoornstra et al., 2002
pimiento dulce,
zanahorias y col
rizada
Espinacas, apio, Aerobios mesofilos 7 2700 6,5 0,21-2,04 Log  Goémez-Lopez et al., 2005a
lechuga, repollo
blanco, zanahorias,
Zanahorias Saccharomyces 0,7/pulso 24 5,28 ~06 Kaack & Lyager 2007

cerevisiae

Bialka y Demirci (2007), registraron reducciones max-
imas de 4,3 y 2,9 log UFC/mL a 22,6 J/cm? para Salmonella y
Escherichia coli O157:H7, respectivamente, después de 60 s
de tratamientos con PLI para descontaminar frambuesas.
Estos mismos autores (Bialka & Demirci, 2008) utilizaron
tratamientos con luz pulsada para descontaminar frutos rojos
tales como fresas y frambuesas. Las reducciones maximas de
E. coli O157:H7y Salmonella se registraron después de
aplicar dosis de 72 y 59,4 Jjem? durante 60 s, con valores de
3.9 a 3,4 log UFC/g para frambuesas y de 2,1 a 2,8 log UFC/
g para fresas después de exposiciones frente a 25,7-34,2 J/
cm?®. En este estudio se concluyd que las diferencias en los
valores de inactivacion microbiana obtenidas para las dos
frutas podrian atribuirse a los efectos sombra o protector,
favorecidos por la distinta morfologia de los frutos. La
presencia de aquenios sobre fresas y los espacios entre drupas
pequeiias sobre las frambuesas pueden proteger los micro-
organismos de la luz ocasionando solo desinfeccion parcial.
Esta problematica también ha sido descrita por otros autores
(Gomez-Lopez et al., 2005a; Lagunas-Solar et al., 2006).

Fruta cortada

Ramos-Villarroel, Martin-Belloso, y Soliva-Fortuny (2011a),
registraron reducciones logaritmicas significativas de L.
innocua (2,61'y 2,97 log UFC/g) y Escherichia coli (2,90 y
3,33 log UFC/g) después del tratamiento con 6y 12 J/cm?
respectivamente, para aguacate fresco cortado. Las pobla-
ciones de E. coliy L. innocua se inactivaron cuanto mayor fue
la intensidad del tratamiento. Este estudio demostro que E.
coli es mas sensible a los PLI que L. innocua. Al respecto,
similares resultados obtuvieron Gomez, Salvatori, Garcia-

Loredo, y Alzamora (2011) quienes trataron manzanas
cortadas por 100 s (221,1 Jjem?) de tratamientos con PLI,
obteniendo reducciones de E. coli ATCC 11229 y L. innocua
ATCC 33090 de 225y 1,7 wunidades logaritmicas,
respectivamente.

Hortalizas enteras

Se ha demostrado la inactivacion de microorganismos
presentes naturalmente sobre la superficie de diferentes
hortalizas usando PLI. Hoornstra, de Jong, y Notermans
(2002), evaluaron cinco hortalizas: repollo blanco, puerro,
pimiento dulce, zanahorias y col rizada, los cuales se
sometieron a una fluencia total de 0,30 J /cmz. La reduccion
en los recuentos aerobicos varié de 1,6 log UFC/em?® para
zanahorias a > 2,6 log UFC/cm?® para pimiento dulce. Este
estudio indic6 que el tipo de producto influydo en la
inactivacion por los PLI.

Hortalizas cortadas

El efecto de la descontaminacion por los PLI sobre diversas
hortalizas minimamente procesadas también ha sido estudia-
do. Goémez-Lopez et al. (2005a) reportaron entre 0,56 y 2,04
reducciones logaritmicas en los recuentos de microorganis-
mos aerobios mesofilos al tratar espinacas, apio, lechuga,
repollo blanco, zanahorias, pimienta verde y brotes de soja
con 7 J por ambos lados. Estos autores concluyeron que las
diferencias en los niveles de inactivacion entre las muestras
podrian estar relacionados con diferencias en la resistencia de
la poblacion microbiana nativa de cada hortaliza, la
ubicacion de los microorganismos (efecto sombra), y/o la
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presencia de sustancias protectoras propias de algunas
hortalizas. Kaack y Lyager (2007), realizaron un estudio
con zanahorias cortadas inoculadas con Saccharomyces
cerevisiae que posteriormente fueron lavadas usando agua
destilada y 0,9% (p/p) de cloruro de sodio (NaCl) en
combinacion con pulsos de luz, concluyendo que esta
combinacion de tratamientos puede reducir la carga de
levaduras cerca de 6 ciclos logaritmicos utilizando tratamien-
tos con una fluencia acumulada de 16,8 J/cm?. Estos autores
senalaron que existen diversos mecanismos que permiten a
los microorganismos fijarse al alimento, incluyendo a las
bacterias, mohos y levaduras. Estos mecanismos dependen de
las fuerzas de Van der Waals asi como de interacciones
electrostaticas. El indice de anclaje puede ser incrementado
significativamente por apéndices celulares tales como pilis o
flagelos y por exudacion de proteinas y exopolisacaridos que
sujetan la célula a los sustratos o superficies solidas. De esta
manera se protegen de lavados o posibles factores adversos
externos. El anclaje de una bacteria es rapido y puede ocurrir
en unos pocos segundos, mientras que el establecimiento de
una colonia puede tomar de 1 a 2 horas.

En general las investigaciones realizadas hasta el mo-
mento indican que los factores del proceso asi como aquellos
inherentes al producto tienen un efecto determinante en la
efectividad de los tratamientos por PLI, de tal manera que es
necesario ampliar los estudios sobre: dosis efectiva para cada
alimento, tipo de producto a evaluar (especificamente su
estructura y composicion) y la microflora objeto de estudio,
todo ello con la finalidad de obtener alimentos microbiolo-
gicamente seguros y de alta calidad.

Cambios fisicoquimicos en firutas y hortalizas tratados
por pulsos de luz intensa

El estado fisiologico de los productos vegetales, especial-
mente de las frutas y hortalizas puede influir mucho en su
calidad. Sin embargo, el tratamiento posterior que se le aplica
a estos productos determina finalmente su aceptacion
comercial. Son varias las caracteristicas que definen a un
producto fresco cortado de buena calidad. Apariencia fresca,
textura aceptable, buen sabor y olor, seguridad microbiolo-
gica y vida util suficientemente larga que permita incluir al
producto dentro de un sistema de distribucion, son algunos
de los requisitos para que un producto sea considerado de
calidad. Si alguno de estos requisitos no se cumple o se
encuentra por debajo de los valores minimos aceptables para
cada parametro, el producto pierde automaticamente su
valor comercial (Martin-Belloso & Rojas-Graii, 2005).

En la literatura existen pocos trabajos sobre los cambios
fisico-quimicos ocurridos después de los tratamientos por
PLI en frutas y hortalizas, sin embargo algunas consider-
aciones sobre estos estudios son necesarias de cara a futuras
investigaciones. Dunn et al. (1989) sefialaron que la aplica-
cion de 2-5 pulsos de luz con una fluencia de 3 J/em? permitid
una mejor conservacion del color de rodajas de patata
después de un almacenamiento prolongado, mientras que las
muestras no tratadas rapidamente comenzaron a pardearse.
El extracto de polifenol oxidasa recuperado de las muestras
tratadas exhibi6 menor actividad que las muestras sin
tratamiento. Estos autores sefialaron que los pulsos de luz
también pueden incrementar la tasa respiratoria de las
hortalizas. Por otro lado, Hoornstra et al. (2002), no

CyTA — Journal of Food 239

encontraron efectos adversos en la calidad sensorial de
distintas hortalizas tratadas con tres pulsos y almacenadas a
7y 10°C durante 7 dias, con la excepcion de la lechuga
iceberg, la cual mostré signos de decoloracion después de
48 h a temperatura de 20°C. Por el contrario, Gomez-Lopez
et al. (2005a) observaron pérdidas en la calidad sensorial de
las lechugas y repollos minimamente procesados tratados por
PLI, detectandose mal olor y sabor, textura humeda y
gomosa, pardeamiento en la superficie de las hojas y
marchitamiento. Los autores concluyeron que el fracaso en
la prolongacion de la vida util de estas hortalizas no
necesariamente se debio a la ineficacia de los PLI, sino que
tal vez sucedid como consecuencia de condiciones de
almacenamiento inadecuadas. Los mismos autores reportar-
on un incremento del 80% en la tasa de respiracion de la
lechuga iceberg cortada, pero si ningtn efecto significativo en
la tasa de respiracion del repollo blanco cortado tratado bajo
las mismas condiciones. Por otro lado, Bialka y Demirci
(2008) no detectaron diferencias significativas en cuanto al
color de frambuesas y fresas tratadas. Los valores de L*, a* y
b* fueron similares en ambos casos. El tratamiento para
frambuesas fue de 72 Jjem? aplicados durante 60 s, mientras
que las fresas se trataron con 34,3 J/em® durante 30 s.
Ademas, Aguilo-Aguayo, Soliva-Fortuny, y Martin-Belloso
(2010), investigaron el efecto del pardeamiento en peras
frescas cortadas tratadas con PLI a diferentes estados de
madurez. Los PLI no tuvieron efecto negativo sobre el color
de las peras sino todo lo contrario, puesto que se observo un
retraso en los fendmenos de pardeamiento enzimatico.

Recientemente Ramos-Villarroel et al. (2011a) evaluaron
algunos parametros de calidad de aguacate fresco cortado
tratado por PLI, sefialando que las concentraciones de
oxigeno en el interior del envase disminuyeron significativa-
mente, mientras que las concentraciones de CO, y etanol se
incrementaron dramaticamente debido al incremento respir-
atorio del producto. La aplicacion de altas fluencias (12 J/
em?) afecté al color y la firmeza del aguacate, causando
pardeamiento y ablandamiento. En este trabajo se concluyo
que los tratamientos con PLI causaron un cambio sustancial
en la actividad respiratoria de aguacate cortado, hecho que
hay que tomar en consideracion a la hora de disefiar envases
para productos frescos cortados que vayan a ser sometidos a
tratamientos por PLI. Por otro lado, a pesar de que los PLI
pueden extender la vida util microbioldgica del aguacate
fresco cortado, su combinacion con sistemas de envasado
adecuado y el uso de compuestos estabilizantes de la calidad
son necesarios para mejorar su calidad fisica y quimica. Otro
estudio realizado por Ramos-Villarroel, Martin-Belloso, y
Soliva-Fortuny (2011b) demostré que los tratamientos con
pulsos de luz pueden ser combinados exitosamente con el uso
de compuestos estabilizadores de la calidad, con el fin de
prolongar la vida util del producto. En este sentido, la
aplicacion de disoluciones acuosas de L-cisteina (2%), acido
citrico (1%) y lactato de calcio (1%) fueron efectivas para
prevenir el pardeamiento y ablandamiento de la pulpa de
aguacate sometida a los tratamientos de luz pulsada.

Por otro lado, Gomez et al. (2011) investigaron el efecto
de los PLI sobre el color y la microestructura de manzanas
cortadas durante 7 dias de almacenamiento refrigerado.
Estos autores indicaron que las superficies de manzanas
cortadas expuestas a altas fluencias se tornaron oscuras
(menores valores de L*) y menos verdes (valores crecientes de
a*) comparadas con el control y su efecto fue mas
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Table 2. Recent research works on different food substrates subjected to intense pulsed light treatments.

Investigaciones recientes en diferentes sustratos alimenticios utilizando tratamientos de pulsos de luz intensa.

Fluencia Numero Inoculo Reduccion Log
Sustrato tratado Microorganismo (J/em?) de pulsos  (Log UFC/mL) UFC/g 6 mL Referencia
Huevos Salmonella Enteritidis 1/pulso 2-12 4-6 1,8-3,6 Hierro et al., 2009
Jugo de manzana Escherichia coli O157:H7 1,1/pulso 1-12 9 2,52 Log Sauer & Moraru, 2009
Jugo de manzana Escherichia coli 1,1/pulso 1-12 9 2,66 Log Sauer & Moraru, 2009
ATTCC 25992
Sidra de manzana Escherichia coli O157:H7 1,1/pulso 1-12 9 3,22 Log Sauer & Moraru, 2009
Sidra de manzana Escherichia coli 1,1/pulso 1-12 9 2,32 Log Sauer & Moraru, 2009
ATTCC 25992
Salchichas de pollo  Listeria monocytogenes 1,27 /pulso 15-180 8 0,1-1,9 Keklik et al., 2009
Alimentos infantiles  Listeria monocytogenes nd nd 5 4-5 Choi et al., 2010
Bayas de pimienta Hongos totales 1,170; 0,783  10; 20 y 30 - <1 Log Oniciuct et al., 2010
negra y 1,393
Semillas de mostaza Hongos totales 1,170; 0,783  10;20 y 30 - 3 Log Oniciuct et al., 2010
y 1,393
Pollo Salmonella Typhimurium 5.4 nd 7 2 Log Paskeviciute et al., 2010
Pollo Listeria monocytogenes 5.4 nd 7 2.4 Log Paskeviciute et al., 2010
Jugo de manzana Escherichia coli 7; 14y 28 nd 6 2,65;4,5y 4,7 Palgan et al., 2011
Jugo de manzana Listeria innocua 7; 14y 28 nd 6 1,1; 1,4y 1,93 Palgan et al., 2011
Jugo de naranja Escherichia coli 7; 14y 28 nd 6 ~1 Palgan et al., 2011
Jugo de naranja Listeria innocua 7, 14y 28 nd 6 ~1 Palgan et al., 2011
leche Escherichia coli 7; 14y 28 nd 6 0,51; 0,62 y 0,84 Palgan et al., 2011
leche Listeria innocua 7; 14y 28 nd 6 0,61, 0,99 y 1,06 Palgan et al., 2011
Jugo de naranja Escherichia coli 4,03y 5,1 nd nd 1,87y 22 Muiioz et al., 2011
Cascara de huevos  Salmonella 2,1 3 6 5 Log UFC/céascara Lasagabaster et al.,
2011
Champinon Listeria innocua 6yl2 15y 30 8 2,02y 3,03 Ramos-Villarroel
et al., 2012
Champinon Escherichia coli 6y 12 15y 30 8 1,77 y 2,66 Ramos-Villarroel
et al., 2012

pronunciado al incrementarse la dosis de PLI y el tiempo de
almacenamiento. Por el contrario, menores dosis de PLI no
causaron cambios significativos en el color original de los
trozos de manzana durante su almacenamiento. Por otro
lado, las imagenes microscopicas de las muestras tratadas
mostraron paredes degradadas, ademas del plasmalema y
tonoplasto rotos.

Resultados publicados recientemente en alimentos
distintos a las frutas y hortalizas tratadas por PLI

Como contribucion al conocimiento de las investigaciones
realizadas recientemente en sustratos alimenticios distintos a
las frutas y hortalizas, que son el objeto de esta revision, la
Tabla 2 muestra un resumen de algunos trabajos presentados
desde el ano 2009 hasta la fecha actual, utilizando la
tecnologia de pulsos de luz intensa para la inactivacion de
microorganismos.

Conclusiones

Los resultados de los estudios discutidos en esta revision
demuestran que la aplicacion de los pulsos de luz intensa
como tecnologia no térmica emergente tiene un gran
potencial para la produccion de alimentos microbiologica-
mente seguros y de alta calidad. La consecucion de
reducciones microbianas significativas mediante la aplicacion
de tratamientos de corta duracion y su gran flexibilidad son
algunos de los principales beneficios de esta tecnologia. El
conocimiento de los mecanismos de inactivacion y el numero

de estudios en alimentos se ha incrementado considerable-
mente. Sin embargo, es necesario profundizar en el estudio de
las propiedades nutricionales y sensoriales de los alimentos
tratados. Ademas es necesario identificar y optimizar los
parametros criticos del proceso para aplicaciones alimentar-
ias especificas. Por otro lado, los resultados obtenidos hasta
el momento sugieren que el enfoque mas adecuado para la
aplicacion industrial de los tratamientos con pulsos de luz
intensa es la combinacion con otros tratamientos, buscando
el establecimiento de interacciones sinérgicas entre ellos. A
modo de resumen se puede afirmar que los PLI constituyen
una alternativa factible para las industrias procesadoras,
permitiendo incrementar la seguridad y vida ttil de frutas y
hortalizas frescas cortadas.
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