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RESUMEN

A lo largo de los ultimos afos las preferencias de los consumidores han llevado a
investigaciones en la aplicacién de nuevas tecnologias y alternativas para desarrollar
productos de mejor calidad y que no comprometan la seguridad alimentaria. Por ello
las altas presiones hidrostaticas (HPP) han proporcionado un método alternativo,
viable y econdmico a los procesos térmicos. El siguiente estudio se centra en
determinar si los tratamientos de HPP a 300 MPa y 400 MPa combinados, o no, con
nisina son eficaces en la reduccién de microorganismos en carne, al igual que
comprobar si son capaces de eliminar a patégenos como Listeria. Se puedo observar
que Listeria innocua es una bacteria muy resistente y que no basta un Unico
tratamiento para poder eliminarla por completo, sino que el uso de tratamientos
combinados de HPP junto con bioconservantes naturales como la nisina son los
mecanismos mas eficaces para su eliminacién y en general, aumentan el periodo de
vida util del alimento.

Palabras clave: Bioconservacion, nuevas tecnologias, altas presiones hidrostaticas

(HPP), patdgenos, conservantes naturales, Nisina.

ABSTRACT

Over the last few years, consumer preferences have led to research into the
application of new technologies and alternatives to develop better quality products
that do not compromise food safety. Therefore, high hydrostatic pressures processing
(HPP) have provided an alternative, viable and economical to thermal processes. The
following study focuses on determining whether HPP treatments at 300 MPa and 400
MPa combined, or not, with nisin are effective in reducing microorganisms in meat, as
well as checking whether they are capable of eliminating pathogens such as Listeria. It
can be observed that Listeria innocua is a very resistant bacterium and that a single
treatment is not enough to eliminate it completely, but the use of combined
treatments of HPP together with natural bioconservatives such as nisin are the most
effective mechanisms for microorganism elimination and in general, they increase the
useful life of the food.

Keywords: Bioconservation, new technologies, high hydrostatic pressures (HPP),

pathogens, natural preservatives, Nisin
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INTRODUCCION

1. De los tratamientos térmicos a las altas presiones hidrostaticas

Las preferencias de los consumidores a lo largo de los ultimos afios con los alimentos
minimamente procesados han llevado a los investigadores a centrarse en la aplicacién
de nuevas tecnologias y alternativas para desarrollar productos de mejor calidad sin
comprometer la seguridad alimentaria (Kapetanakou et al., 2016). Los microbidlogos
de alimentos han buscado modelos eficientes que puedan describir y predecir el
crecimiento microbiano y sus consecuencias durante el almacenamiento de los
alimentos (Baranyi y Roberts, 1994). El tratamiento térmico ha sido la base de la
mayoria de los procesos que se aplican industrialmente para garantizar la seguridad
microbiolégica de los alimentos y las nuevas tendencias de los consumidores han
llevado la innovacion tecnoldgica hacia alimentos mucho mds saludables, nutritivos y
convenientes (Malone et al., 2003). La mayoria de los alimentos que se procesan en la
actualidad se tratan con calor para matar las bacterias y esto suele disminuir la calidad
del producto. Los procesos que se realizan con la alta presion hidrostatica
proporcionan otro método para matar las bacterias de los alimentos sin perder la
calidad sensorial o los nutrientes de éstos (Ramaswamy et al., 2004). El HPP es un
método no térmico de conservacién de alimentos que podria representar una
alternativa a la pasteurizacién (Malone et al., 2003). Tiene una clara ventaja respecto a
los tratamientos térmicos, ya que produce alimentos de calidad y valor nutricional
superiores a los productos procesados térmicamente (Smelt, 1998). El tratamiento de
HPP se remonta a la investigacion de Hite en 1899, hace mas de un siglo y ha sido
considerado como uno de los mds prometedores de la tecnologia no térmica utilizada
en alimentos (Knorr, 1993), y ha recibido una atencidén especial como alternativa viable

econdmica y tecnoldgica a los procesos térmicos (Patterson, 2005).

2. Extension por el mundo

Es un método de procesamiento que esta creciendo debido a su capacidad
demostrada para extender econdmicamente la vida Util y preservar la calidad de los
alimentos, ya que no se aplica calor (Rastogi et al., 2007). El tratamiento de HPP es una
técnica eficaz para destruir microorganismos e inactivar las enzimas para mejorar la

seguridad de los alimentos. Por lo tanto, ya es una realidad en la industria alimentaria
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y se ha extendido por todo el mundo (Bermudez-Aguirre et al., 2011). Después del
2000, el numero de maquinas de HPP instaladas para la industria alimentaria aumento
exponencialmente (Tonello et al., 2011). En estos momentos, el HPP se estd utilizando
en los Estados Unidos, Europa y Japdn en una variedad selecta de alimentos de alto
valor. En los Estados Unidos, Avure Technologies (Kent, WA) vende equipos de HPP de
tamaifo comercial (215 litros) y sistemas semicontinuos para el procesamiento de
liquidos transparentes como los zumos, por lo que ya es un hecho que existen equipos
a escala comercial disponibles (Ramaswamy et al., 2004). La mermelada fue uno de los
primeros productos en ser comercializados después de un tratamiento de HPP, su
éxito ha hecho que se comercialicen otros productos, como las jaleas y mariscos en
Japon, las ostras y el guacamole en los Estados Unidos y los zumos de frutas en
Francia, México y el Reino Unido (Smelt, 1998; Torres y Veldzquez, 2005). Mas
recientemente, el HPP se ha extendido y ya incluye productos alimenticios como salsa,
productos de arroz, pescado, kits de comidas (que contienen carnes y verduras cocidas
tratadas a alta presion), productos de aves de corral y otras carnes listas para comer
(Murchie et al., 2005; Goh et al., 2007). Los alimentos tratados con altas presiones
actualmente se consideran alimentos novedosos ya que cumplen con dos criterios: se
ha empleado un nuevo proceso de fabricacidon en su produccién y su historia de

consumo humano, hasta la fecha, ha sido minima (Hogan et al., 2005).

3. Descripcion general, avances y beneficios

El proceso de alta presion hidrostatica (HPP) es un método de procesamiento de
alimentos en el que estos se someten a presiones elevadas (aproximadamente 6000
atmosferas), con o sin la adicién de calor, para lograr la inactivacion microbiana o para
conseguir alterar el alimento. El procesamiento por altas presiones puede llegar a
causar cambios, aunque minimos, en las caracteristicas frescas de los alimentos
cuando eliminamos la degradacion térmica (Ramaswamy et al., 2004). De acuerdo con
el principio de Le Chatelier, la presién hidrostatica minimiza el volumen del material
presurizado de manera homogénea. Como los enlaces covalentes no se rompen por la
presién (Mozhaev et al., 1994), los componentes originales de los alimentos no se

modifican en el proceso.



Tiene un gran potencial para producir alimentos con una vida util mas prolongada,
como ya hemos mencionado en el punto anterior, al hacer que los productos
alimenticios sean microbioldgicamente mas seguros y, por lo tanto, mejoran su
calidad. Es un método que ha avanzado continuamente debido a un mejor disefio de la
maquinaria y se ha convertido en un medio de fabricacion comercialmente viable para
lograr la inactivacion microbiana. Por supuesto debemos tener en cuenta que en
ocasiones conseguir la inactivacion microbiana mediante HPP podria llegar a producir,
y aumentar, cambios perjudiciales en el color de los alimentos, el sabor, el contenido
nutricional y las propiedades sensoriales, si no se realiza una selecciéon adecuada de la
presion (Hendrickx et al., 1998; San Martin et al., 2002; Olsen et al., 2010; Buckow et
al., 2013). El HPP solo afecta a los enlaces no covalentes (es decir, a los enlaces idnicos,
hidrofobos e hidréogeno), lo que significa que las estructuras de proteinas primarias
permanecen intactas, mientras que pueden ocurrir alteraciones en las estructuras
secundarias, terciarias y cuaternarias desplegandose las proteinas (Ross et al., 2003;
Rastogi et al., 2007). Pero si el tratamiento se hace de forma correcta no afecta a las
vitaminas, aminoacidos, compuestos de sabor y otras moléculas pequefias (Puppo et
al. 2011). Esta tecnologia emergente, como ya hemos dicho anteriormente, permite la
reduccién de microorganismos que originan el deterioro del alimento, pero puede
mantenerse el nivel de poblacién de la microbiota superviviente a niveles bajos
durante el almacenamiento (Fuentes et al., 2010). La capacidad de destruccién o
inactivaciéon de los microorganismos por la alta presiéon hidrostatica varia segun el nivel
de presion, el tiempo y la temperatura de presurizacion, el tipo de microorganismo y
su etapa de crecimiento, asi como la composicién de los alimentos (principalmente
segun el pH y la actividad del agua) (Rosenthal y Silva, 1997; Calderén-Miranda et al.,
1998). El tratamiento puede garantizar la destruccién de hasta 8 unidades logaritmicas
en ciertos tipos de bacterias, sin llegar a alterar el sabor y el valor nutricional de los

alimentos (Dogman y Erkmen, 2004).
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Imagen 1. Representacion esquematica de las presiones utilizadas en HPP

3.1. Alimentos que debemos usar principalmente

Como cualguier otro método de procesamiento, el HPP no puede aplicarse
universalmente a todos los tipos de alimentos. Los alimentos con un alto contenido de
acidos son candidatos idéneos para la tecnologia HPP. Sin embargo, los productos
poco acidos, como las sopas, aln no estan disponibles comercialmente debido a que
aparecen limitaciones para matar las esporas (Ramaswamy et al., 2004). Lo que esta
claro es que esta capacidad para erradicar microorganismos independientemente de la
geometria del producto y la necesidad de usar conservantes (Zhang y Mittal, 2008)

hace que esta tecnologia sea segura para el consumidor (Kruk et al., 2014).

3.2. Alergia

Hay estudios que han demostrado que el procesamiento de alimentos con
tratamientos térmicos o de alta presién, pueden influir en la capacidad de unién a la
IgE de las proteinas en los alimentos (Cabanillas et al. 2015). La alta presion
hidrostatica (HPP) puede modificar la estructura terciaria y cuaternaria de las proteinas
y alterar algunas de las estructuras del epitopo, lo que puede reducir la alergenicidad y
mejorar las propiedades funcionales de las proteinas de los alimentos (Puppo et al.
2011). Segln Hu et al. (2011) la alta presion induce cambios conformacionales en las
proteinas del maniy sus resultados explicaron que la unién de los alérgenos del mani a
la IgE disminuyd al aumentar la presién. Pefias et al. (2011) descubrieron que en las

semillas de soja tratadas con HPP, la alergenicidad de los brotes de soja también
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disminuyé y ademas, este método con semillas de soja podria usarse para el

procesamiento de brotes hipoalergénicos en la industria.

4. Funcionamiento y mecanismo

A diferencia de los antimicrobianos, que normalmente se aplican a la superficie de un
producto alimenticio, el HPP funciona de acuerdo con el principio isostatico, en el cual
la presion aplicada a una muestra a través de un medio presurizado como el agua o el
aceite es instantanea y uniforme a lo largo de la muestra, independientemente de su
volumen o forma, inactivando los microorganismos en toda la muestra (Rastogi et al.,
2007). La inactivacidon de microorganismos por HPP se ha atribuido a la muerte celular,
por ejemplo, en el queso, se ha demostrado que el tratamiento conduce a una
reorganizacion de las moléculas de agua alrededor de los iones, cambiando la cantidad
de moléculas de agua libres y no unidas, que afectan al equilibrio mineral, a las
interacciones de las enzimas y a la conformacidon de las proteinas, esto se traduce en
una pérdida parcial de la integridad de la membrana citoplasmatica (Knorr et al.,
2006). Al igual que segun Sangronis et al., (1997), quien confirma que se producen
cambios morfoldgicos, bioquimicos y genéticos en los microorganismos, y que afecta
especialmente a sus membranas y paredes celulares. Ademas, tras el estudio de
Calderén-Miranda et al., (1998) se sabe que aumenta la permeabilidad celular, se
inhiben las reacciones y la produccién de energia al desnaturalizar enzimas que son

esenciales para el crecimiento y la reproduccién de los microorganismos.
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Imagen 2. Esquema de procesamiento en una maquina de HPP



4.1. Tipos de tratamientos de HPP

El tratamiento clasico HPP o HPP de un solo pulso (spHPP) consiste en ejercer presion
sobre una muestra y mantenerla asi durante un cierto periodo de tiempo para una
posterior descompresién a presion atmosférica (Figura 3). Por otro lado, también
puede ser posible aplicar sucesivamente altas presiones hidrostaticas de forma que
exista mds de un periodo de compresién, retencion y descompresion (Figura 4). Este

tipo de tratamiento se llama HPP de pulsos multiples (mpHPP) (Schaschke, 2015).
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Imagen 3. Tratamiento clasico de un solo pulso spHPP
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Imagen 4. Tratamiento de pulsos multiples mpHPP

El tratamiento con mpHPP, durante el mismo tiempo de retencién, es mas efectivo que
el tratamiento con spHPP para las enzimas (Curl and Jansen, 1949; Ludikhuyze et al.,

1997), las células de levadura (Palou et al., 1998), las células bacterianas (Masschalck
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et al., 2000; Rivalain et al., 2012) y la inactivacion de las esporas bacterianas
(Hayakawa et al., 1994; Ahn y Balasubramaniam, 2007). También se vié de que habia
una menor recuperaciéon de Escherichia coli para el tratamiento con mpHPP en
comparacion con el tratamiento con spHPP (Pilavtepe-Celik et al., 2011). Sin embargo,
algunos investigadores arrojaron informacion sobre que el uso del tratamiento con
mpHPP no inactivaba los virus (Kingsley et al., 2006) y las bacterias (Lépez-Caballero et
al., 2000; Yuste et al., 2001) en comparacion con el tratamiento con spHPP. Se sabe
gue la presion, la temperatura y el tiempo son los parametros de proceso mas
importantes del tratamiento con spHPP. Mientras que la presion y la temperatura son
los pardmetros mds importantes para el tratamiento de mpHPP. Ademas, la duracién
del pulso, el numero de pulsos, el tiempo sin presién (duracidon entre los pulsos), los
tiempos de compresion y descompresién, y la forma del pulso (rampa, cuadrada,
sinusoidal) también pueden afectar los resultados del tratamiento por mpHPP. El
efecto de estos parametros sobre la inactivacion microbiana fue estudiado por Buzrul

en 2014.

Puesto que este trabajo se centra en la carne, el mpHPP aplicado a la carne de aves de
corral mostrd que el tratamiento con mpHPP fue ligeramente mejor que el tratamiento
con spHPP para los microorganismos psicrotrofos, pero el tratamiento con mpHPP no
ofrecid mejores resultados que el tratamiento con spHPP para los microorganismos
mesofilos (Yuste et al., 2001; Yuste et al., 1998). Por otro lado, el uso del tratamiento
con mpHPP demostré ser mas adecuado para la inactivacidon de E. coli 0157: H7 en
carne molida (Morales et al., 2008) y S. Enteritidis en filetes de pechuga de pollo a
presiones mas altas (Morales et al., 2009)]. Morales et al., (2008) y Del Olmo et al.,
(2010) estudiaron el efecto de los tratamientos spHPP y mpHPP sobre el color y la
textura de las empanadas de carne y los filetes de pechuga de pollo, respectivamente.
Los cambios en el color y la textura de la carne molida causados por ambos
tratamientos fueron similares.

Aunque nos encontramos con pruebas suficientes de que el tratamiento con mpHPP es
una forma eficaz de inactivar los microorganismos y las enzimas, hasta la fecha no hay
una aplicacion comercial de dicho tratamiento. Una de las razones mas importantes es

gue el tratamiento con mpHPP requiere una aplicacién mas larga y, por lo tanto, es
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mas costoso que el tratamiento con spHPP. Lo mas probable es que se necesite un
equipo de HPP mas complejo que pueda soportar velocidades rapidas de compresion y
descompresion (para reducir la duracién total del tratamiento). A medida que la
tecnologia mejora, puede ser posible tener velocidades de compresion y
descompresiéon mds rdpidas, por lo que se alcanzarian tiempos de tratamiento
compatibles para las aplicaciones comerciales del mpHPP (Rivalain et al.,, 2012;

Kingsley et al, 2006; Burzul, 2014; Burzul et al., 2009; Aleman et al., 1998).

4.2. No elimina todas las esporas

El HPP aun no se puede usar en productos poco acidos como verduras, leche o sopas
debido a la incapacidad de este proceso para destruir las esporas sin agregar calor. Sin
embargo, se puede utilizar para prolongar la vida util refrigerada de estos productos y
para eliminar el riesgo de diversos patdgenos transmitidos por los alimentos, como
Escherichia coli, Salmonella y Listeria (Ramaswamy et al., 2004). El uso de la alta
presion como un método para la inactivacién de las esporas en los alimentos ha sido
ampliamente explorado desde finales de los afnos sesenta. Clouston y Wills (1969)
fueron los primeros en reconocer el potencial de HPP para la inactivacion de las
esporas, identificaron que las altas presiones inician la germinacion de las esporas de
Bacillus pumilus. Dicha germinacién sugirio la capacidad de HPP para hacer germinary
posteriormente inactivar las esporas a temperatura ambiente. Este tipo de
tratamiento seria ideal ya que mantendria los aspectos sensoriales y nutricionales de

los alimentos que a menudo se pierden por un proceso térmico tradicional.

Las esporas bacterianas son las mas resistentes si las comparamos con las esporas de
hongos y levaduras, y tienen el mayor potencial de crecimiento de toxinas que causan
brotes en los alimentos. Por lo tanto son el principal blanco de los procesos de
pasteurizacién y esterilizacion de alimentos (Evelyn y Silva, 2018a). El formador de
esporas mas peligroso en los alimentos bajos en acido es Clostridium botulinum (Carlin
et al., 2000a; Gould, 1999). Puede producir neurointoxicaciones (Brown, 2000). Se han
llegado a utilizar temperaturas de 90 a 116 ° C combinadas con presiones de 500 a 700
MPa de 3 a 5 minutos para inactivar una serie de cepas esporuladas de Clostridium

botulinum, segun lo descrito por (Margosch et al., 2004a).
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Las ascosporas de mohos resistentes al calor, como Byssochlamys, Neosartorya vy
Talaromyces, normalmente se consideran extremadamente resistentes a HPP (Smelt,
1998; Chapman et al., 2007). Desafortunadamente, la inactivacién de las endosporas
por HPP ha resultado ser un desafio mayor de lo esperado (Black et al., 2007b).
Tradicionalmente, el procesamiento térmico a una temperatura relativamente alta
(121°C o superior) es una forma eficiente de eliminar las esporas. Sin embargo, la alta
temperatura compromete las propiedades organolépticas y causa algunos efectos
perjudiciales para la calidad nutricional de los alimentos sensibles al calor. Las esporas
de diferentes especies y cepas pueden tener resistencias muy diferentes a la HPP
(Nakayama et al., 1996). La temperatura de esporulacién, la presencia de germinantes
(Van Opstal et al., 2004), el pH (Wuytack y Michiels, 2001) y la temperatura de
tratamiento (Ananta et al., 2001) pueden afectar a la germinaciéon y a la inactivacién

posterior de las esporas por HPP.

En los ultimos afios, los conocimientos de los diferentes mecanismos de germinacién
de esporas inducidas por la presion han aumentado. Varios estudios han confirmado
dos mecanismos separados de germinacién mediante HPP, uno a presiones
relativamente bajas (100—300 MPa) que involucran receptores de nutrientes, y el otro
a presiones mas altas (400-800 MPa), que involucran la liberacidn de acido dipicolinico
(Wuytack et al., 1998; Paidhungat et al. 2002; Black et al 2005b, 2007b). A medida que
se sabe mas sobre la germinacion inducida por la presién resulta mas facil diseiar
procesos mucho mas especificos para la inactivacion de las esporas en los alimentos.
Se podria decir que las esporas bacterianas germinan facilmente bajo presién, en

presencia de germinantes nutrientes, a pH neutro y a temperaturas >302C.

4.3. No elimina todos los microorganismos

La alta presién es una técnica que se utiliza comercialmente para la conservacion de
productos alimenticios acidos, ya que los alimentos con un pH cercano al neutro son
un medio mejor para el crecimiento de microorganismos que sobrevivieron al
tratamiento a presién (Smelt, 1998). El HPP no conduce necesariamente a la muerte
celular sino a una lesidn en las células que explica su posterior crecimiento después de
gue se haya realizado el tratamiento (Ritz et al., 2001; Lépez-Pedemonte et al., 2007).

Las células procariotas tienden a ser mas resistentes a la presién que las eucariotas
12



(Patterson, 1999). En general, las bacterias gram-positivas son mas resistentes al calor
y la presién que las bacterias gram-negativas, y los cocos son mas resistentes que las
bacterias en forma de bastédn. En comparacién, las levaduras y los mohos son

relativamente sensibles al HPP (Smelt, 1998).

Hay muchos factores que afectan la sensibilidad de los microorganismos a los
tratamientos de HPP, incluida la magnitud de la presion, el tiempo y la temperatura de
presurizacion, las especies y las cepas microbianas, la fase de crecimiento celular y el
medio de suspensién. Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Vibrio spp.,
Salmonella spp. y Escherichia coli 0157: H7 se encuentran entre los microorganismos
mas extensamente estudiados en cuanto a la inactivacién por altas presiones (Styles et
al., 1991; Mackey et al., 1994; Patterson vy Kilpatrick, 1998; Berlin et al., 1999; Calik et
al., 2002 ; Smiddy et al., 2005; Jofré et al., 2008)

Se han detectado diferencias en la resistencia a HPP entre diferentes cepas de E. coli
0157: H7 en suspensiones celulares (Alpas et al., 1999; Benito et al., 1999). Patterson
et al., (1995), mostraron que E. coli O157: H7 era mas resistente a la presurizacidon
cuando se encontraba en leche UHT que en carne de ave. De acuerdo con Haubenetal
et al., (1998), el calcio proporcionaria proteccion contra la inactivacion por presion en
E. coli, estas propiedades podemos encontrarlas en los alimentos con calcio como la

leche.

Una de las posibilidades para lograr el aumento de la inactivacion de bacterias en
alimentos de baja acidez es usar la presién y combinarlo con factores antimicrobianos.
Se sabe que la lisozima, la lactoperoxidasa, la lactoferrina, la lactoferricina, la nisina y
la pediocina aumentan la efectividad del tratamiento de HPP en la inactivacidon de
algunas bacterias. Ademas, la alta presién induce la permeabilizacién de la membrana
externa en bacterias Gram-negativas y sensibiliza las células a la acciéon de

bacteriocinas y lisozima (Masschalck et al., 2001; Nakimbugwe et al., 2006).

4.3.1. Nisina

Si disminuimos la intensidad del tratamiento de HPP reducimos el impacto producido
en las propiedades de los alimentos, pero también se disminuirian sus efectos sobre la

inactivacion de los microorganismos. Por ello si aplicamos tratamientos de HPP de baja
13



intensidad combindndolos con antimicrobianos naturales probablemente habria un
mayor efecto sobre la inactivacion microbiana (Ortega et al., 2018). Chien et al.,
(2016, 2017) y Sheen et al., (2018) desarrollaron modelos lineales y no lineales que
describian la inactivacion de HPP en patdgenos transmitidos por los alimentos en

combinacion con compuestos antimicrobianos y demostraron con éxito sus resultados.

La nisina es una bacteriocina producida por Lactococcus lactis sp., la cual puede ser
letal contra las bacterias gram-positivas, incluidas las especies formadoras de esporas
Clostridium y Bacillus. Se ha utilizado como conservante de alimentos durante mas de
50 afios en una variedad de productos, incluidos quesos procesados y alimentos
enlatados, donde su funcién principal es suprimir el crecimiento de esporas que
inducen el deterioro (Delves-Broughton et al., 1996). Se ha descrito anteriormente que
las combinaciones de HPP y nisina funcionan de forma conjunta para inactivar las
bacterias gram-positivas y gram-negativas (Kalchayanand et al., 1998; Garcia-Graells et
al., 1999; Black et al. 2005a). La nisina actUa sobre las bacterias gram-positivas
formando poros en las membranas celulares (Ruhr y Sahl, 1985) o interrumpe la
glucosilacion uniéndose al lipido Il, el cual es un precursor de la biogénesis de la pared
celular (Wiedemann et al., 2001; Hasper et al., 2006). La combinacion de nisina y HPP
también mostré fuertes efectos contra E. coli (Steeg et al., 1999), que fueron mas
efectivos a bajas temperaturas. Ademads, la mortalidad de E. coli aumentd con la
adicion de nisina antes de los tratamientos de HPP en la leche (Garcia-Graells et al.,
1999) y en carne (Garriga et al., 2002). Steeg et al., (1999) estudiaron la inactivacién
sinérgica de algunas bacterias cuando se usé HPP en presencia de nisina a una
temperatura de 10°C. El efecto de la nisina es mayor durante una reduccién de la
temperatura. Ademads, los datos de los que disponemos segun diversos estudios
mostraron un mayor nivel de inactivacién microbiano con HPP a temperaturas bajo
cero que en un rango de temperatura por encima de 0°C (Hashizume et al., 1995;
Hayakawa et al., 1998; Moussa et al., 2006; Perrier-Cornet et al., 2005; Ponce et al.,
1998; Reyns et al., 2000).

La nisina es una bacteriocina muy utilizada para productos cdrnicos y esta aprobada
por la FDA para la reduccidn de Listeria spp. (Nilsson et al., 1997). Kang et al., (2014)

informaron en su investigacion que 10 pg de nisina / g era la concentracion mas
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efectiva contra L. monocytogenes cuando se inoculdé en salmén ahumado. Es mas, la
nisina no tuvo efecto en el aspecto, color, aroma o caracteristicas de textura del

salmon del Atlantico (Han et al., 2016).

4.3.2. Listeria

Listeria monocytogenes es una bacteria psicrotroéfica, y es considerada una importante
preocupacion para la seguridad alimentaria en la industria debido a su capacidad para
crecer y sobrevivir en diferentes tipos de alimentos bajo una amplia gama de
condiciones ambientales (Das et al., 2016). Entre todas las especies de Listeria, solo L.
monocytogenes y L. ivanovii se han descrito como patdgenos, la primera es la Unica
especie de importancia para la salud publica ya que es un patdgeno transmitido por los
alimentos, mientras que la uUltima no afecta a los humanos, siendo responsable del
aborto en animales (Rocourt y Buchrieser, 2007). La incidencia de listeriosis varia entre
2,4y 4,8 por millén de personas en diferentes paises (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria, EFSA 2016; Marder et al.,, 2017) y los sintomas mas comunes son
septicemia, meningitis o aborto. Estos casos tienen lugar en grupos de riesgo bien
definidos, como por ejemplo a individuos inmunocomprometidos, ancianos, mujeres
embarazadas y recién nacidos. Por ello es una preocupacion importante para la
industria alimentaria ya que en la Unién Europea, la listeriosis afecté a unas 2.200
personas en 2015, causando 270 muertes, el nUmero mas alto jamas informado en la
UE. Los brotes de listeriosis estan relacionados con el consumo de productos lacteos,
incluidos los productos pasteurizados (EFSA, 2016; Centros para el Control y la

Prevencion de Enfermedades, CDC, 2013).

Segun los estudios de Lado y Yousef (2007), las temperaturas superiores a 502C son
letales para L. monocytogenes. Luego, la pasteurizacidn eliminaria a Listeria, pero el
patégeno puede volver a contaminar el alimento (en el caso de este estudio, el queso)
después del tratamiento térmico por medio del entorno en el que se realiza el
procesamiento o en las superficies que se encuentran en contacto con los alimentos,
asi como durante el proceso de fabricacion de éste o en el posterior envasado.
Ademads, en varias investigaciones se ha demostrado que L. monocytogenes puede
sobrevivir durante largos periodos en plantas de produccién de alimentos mediante la

producciéon de biopeliculas (Lado y Yousef, 2007; Cruz y Fletcher, 2012). Por ello
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debemos tener muy en cuenta la contaminacién de los alimentos listos para el
consumo por L. monocytogenes durante las operaciones de procesamiento, ya que
estos productos generalmente no se someten a tratamientos letales antes del
consumo (Bover-Cid et al., 2015). El Reglamento N2 2073/2005 de la Comision Europea
exige que los operadores de alimentos demuestren que los alimentos listos para el
consumo no superan el limite de 100 UFC/g de esta bacteria durante su vida util

(Comisién Europea, 2005).

En las ultimas dos décadas se ha puesto mucho empefio en optimizar y poner a punto
el proceso comprendiendo asi las cinéticas de inactivacion de L. monocytogenes en
alimentos procesados usando HPP (Bover-Cid et al.,, 2011; Chen, 2007b). Hay varios
modelos predictivos disponibles para la inactivacidon por HPP de L. monocytogenes o
Listeria innocua, un sustituto de L. monocytogenes en sistemas simulados de alimentos
(Ates et al., 2016; Doona et al., 2012), ya sea en productos carnicos (Bover-Cid et al.,
2011, 2015; Carlez et al., 1993; Hereu et al., 2012; Lerasle et al., 2014; Rubio et al.,
2018) o en peces (Ramaswamy et al., 2008). En una amplia variedad de productos
alimenticios como guacamole, salsa, zumos de frutas, carnes, mariscos y quesos se
demostré que la aplicacion de HPP es un método eficaz para la inactivacion de
patégenos, como L. monocytogenes y organismos del deterioro en condiciones de
temperatura ambiente (Rastogi et al., 2007; Zhang y Mittal, 2008; Van Hekken et al.,
2013).

La apariciéon de Listeria monocytogenes en las instalaciones de produccion de
alimentos, especialmente en la industria carnica, requiere un control y un enfoque
constantes por parte de los manipuladores de alimentos y los gestores de riesgos
(Buchanan et al., 2017). Los productos carnicos con una vida util relativamente larga,
como las salchichas cocidas, el jamdn cortado en lonchas y el salami fermentado, se
incluyen principalmente entre los alimentos implicados en casos de listeriosis en todo
el mundo (Nastasijevic et al., 2017). Algunos productos carnicos tratados con HPP,
como cortes de carne de cerdo y pollo, jamdn entero y en lonchas, pavo, salchichas y
chorizo, actualmente se encuentran en puntos de venta en Espafa (Sun y Holley,

2010).
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4.4. Tratamiento en carnes

En el sector carnico, la aplicacion de estos tratamientos estd aumentando
continuamente, en particular para mejorar la vida util y la seguridad de los productos
cocidos crudos y en rodajas (Khan et al., 2014). Cuando los productos cdrnicos se
almacenan en condiciones de refrigeracion o microaerofilicas, como el envasado al
vacio, las bacterias del acido lactico muy a menudo predominan en el deterioro de la
carne. Normalmente, el recuento inicial de bacterias del acido lactico en productos
carnicos envasados al vacio es bajo, pero aumenta durante el almacenamiento en
refrigerado y puede causar un deterioro evidente cuando el recuento alcanza de 7 a 8
log 10 UFC/g (Santos et al., 2005; Vermeiren et al., 2005).

Massaux et al. (1999) estudiaron la calidad de la carne de cerdo a la que se le realiza
un tratamiento de alta presion hidrostatica, pudieron ver que la congelacion-
descongelacién bajo una presion de 100 MPa es el proceso mas eficiente para la carne
de cerdo, sin exudado, lo que reduce el tiempo de descongelacién, la decoloracién vy el
endurecimiento de la textura. Aunque aun no se sabe como serian los
comportamientos de supervivencia que involucran a proteinas, grasas y otros
ingredientes con HPP realizados a una presion (por ejemplo, de hasta 400 MPa) y baja

temperatura (por ejemplo, - 15 ° C) por lo que se necesitan realizar mas estudios.

El tratamiento a alta presién puede inducir la oxidacion de lipidos en la carne,
dependiendo del tiempo de procesamiento y especialmente del nivel de presién
aplicado y el origen de la carne. La oxidacion de lipidos inducida por el HPP en la carne
se ha relacionado con una mayor accesibilidad del hierro de las hemoproteinas, la
rotura de la membrana y la formacién de radicales a alta presién (Bolumar et al.,
2016). El uso de antioxidantes naturales de plantas (por ejemplo, extractos de romero
y ajo) en productos cdrnicos se ha demostrado que minimiza la oxidacion de lipidos
inducida por la presidn en varios productos carnicos (Alves et al., 2012; Bolumar, et al.,
2016; Mariutti et al., 2008). Hay que tener en cuenta que los productos carnicos son
matrices complejas con diferentes propiedades fisicas y composicidon quimica variada,
los cuales influyen en la letalidad de los microorganismos durante el proceso de HPP.
La combinacion de los antimicrobianos naturales (por ejemplo, compuestos bioactivos

de plantas) y los antioxidantes (compuestos fendlicos de plantas) a través de
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diferentes mecanismos durante el HPP, pueden ser un medio eficaz e innovador para
mejorar la estabilidad de los productos carnicos procesados (Hygreeva y Pandey,

2016).

5. Calidad de los alimentos tratados con HPP

La calidad de los alimentos tratados con HPP es muy similar a la de los productos
alimenticios frescos y la pérdida de calidad se ve mas influida por el almacenamiento y
la distribucién posterior en lugar del tratamiento a alta presion (Ramaswamy et al.,

2004).

Se ha demostrado que la apariencia y el color de los alimentos influyen
significativamente en las ventas al consumidor. Puede llegar a producirse cierto grado
de desnaturalizacién de las proteinas durante el tratamiento con HPP, como se ha
dicho anteriormente, de ciertos alimentos con alto contenido de proteinas, pero los
cambios resultantes en la funcionalidad fisica y/o los cambios en el color del producto
crudo son mucho menores que los experimentados con las técnicas de procesamiento
térmico de toda la vida (Hogan et al.,, 2005). De hecho, la desnaturalizacion de las
proteinas puede ser reversible dependiendo de las condiciones del tratamiento
(temperatura, tiempo y presidén) y también del tipo de proteinas (Rastogi et al., 2007).
Usando condiciones de HPP de 100-300 MPa, las proteinas generalmente, aunque no
siempre, se desnaturalizan, disuelven o precipitan de manera reversible (Thakur y

Nelson, 1998).

6. Viabilidad econémica del HPP

El rendimiento del producto tiene una importancia econémica muy elevada para los
fabricantes de alimentos y el tratamiento con HPP en general proporciona un mayor
rendimiento del producto alimenticio en comparacién con el tratamiento térmico
como se lleva viendo a lo largo de muchos estudios, y sus efectos dependen del tipo de

producto y la intensidad del tratamiento (Hugas et al., 2002).

Una maquina de alta presidn a escala comercial cuesta entre $500,000 y $2.5 millones
de délares dependiendo de la capacidad del equipo y el alcance de la automatizacién.

Los productos procesados con altas presiones hidrostaticas pueden costar algo mas
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gue los productos procesados térmicamente. Con dos maquinas de HPP de 215 litros,
gue operan bajo las condiciones tipicas de procesamiento de alimentos, se puede
lograr un rendimiento de aproximadamente 20 millones de libras al afio. Y por
supuesto, mientras que crece la demanda de equipos de HPP, el coste de capital y el

coste de operacion continuaran disminuyendo (Ramaswamy et al., 2004).

Segun algunas estimaciones de la industria, tratar los alimentos a alta presién
representa actualmente un mercado de S$2 mil millones. América del Norte (EE.UU.,
Canada y México), Europa (Espafia, Italia, Portugal, Francia, Reino Unido y Alemania),
Australia y Asia (Japdn, China y Corea del Sur) lideran la comercializacion de tecnologia
de alta presién. La produccion total de estos productos crece constantemente
(Hewson, 2008). En 2008, se estima que 200.000 toneladas métricas/afio
(aproximadamente 450 millones de libras/afio) estaran disponibles comercialmente en

todo el mundo (Samson, 2008).

Hormel Foods, Kraft Foods, Perdue, Foster Farms y Wellshire Farms son ejemplos de
procesadores de carne que han utilizado con éxito la tecnologia para una amplia
variedad de productos carnicos, los cuales estan listos para comer y minimamente
procesados. Varios procesadores de mariscos, como Motivatit Seafoods, también han
empleado HPP para mejorar la seguridad alimentaria y la vida util de los mariscos.
Otros segmentos del mercado que emplean tratamiento a presién incluyen zumos,

bebidas y productos vegetales (Samson, 2008).

OBIJETIVOS

Los objetivos de este trabajo fundamentalmente son determinar si los tratamientos a
altas presiones hidrostaticas (300 MPa y 400 MPa) combinados, o no, con nisina son
eficaces en la reduccién de los microorganismos en la carne, y ver si son capaces
también de eliminar patdgenos como Listeria, en este caso se utiliza Listeria innocua

para una simulacién.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de carne

En este trabajo se ha analizado una muestra de cinta de lomo de cerdo que proviene
de una gran superficie comercial. Esta parte del animal es rica en proteinas y tiene

menos grasas que otras carnes, ademas posee un alto contenido en nutrientes.

La carne fue tratada con agua de peptona, se introdujo tanto la carne como el agua de
peptona en una bolsa y una vez ahi se comenzé a masajear la carne para que soltara
las sustancias necesarias para formar el extracto de carne que posteriormente seria

utilizado en el estudio.

Medios utilizados
Medio TSA

Es un medio general que permite el crecimiento y desarrollo éptimo de la mayoria de
los microorganismos, incluyendo bacterias aerobias y anaerobias. En este medio, la
tripteina y la peptona de soja aportan nutrientes ricos en péptidos, aminoacidos libres,
bases puricas y pirimidinicas, minerales y vitaminas. La peptona de soja es una fuente
de hidratos de carbono que favorecen el crecimiento de gran cantidad de
microorganismos muy diversos. El cloruro de sodio mantiene el balance osmético y el

agar es un agente solidificante.

Medio TSA g/l
Tripteina 15
Peptona de soja 5
Cloruro de sodio 5
Agar 15

Tabla 1. Composicién del medio de cultivo TSA
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Medio PALCAM

Es un medio selectivo y diferencial para su uso en el aislamiento y recuento de las
especies de Listeria a partir de muestras alimentarias. Normalmente se utiliza para
detectar Listeria monocytogenes en alimentos y muestras ambientales. La base de agar
sangre Columbia suministra los nutrientes y cofactores necesarios para el crecimiento
de Listeria. La selectividad en el medio se consigue mediante la presencia de cloruro de
litio, sulfato de polimixina B, acriflavina-HCI y ceftazidima, ésta suprime el crecimiento
de la mayoria de los microorganismos diferentes de las especies de Listeria presentes
en la muestra. La diferenciacidn se basa mayormente en la hidrdlisis de esculina y la
fermentacién del manitol. Todas las especies de Listeria hidrolizan la esculina, es por
eso que se oscurece el medio a su alrededor. Aunque a veces pueden crecer otro tipo
de microorganismos como enterococos o estafilococos, por eso el manitol y el
indicador de pH, el rojo fenol, se han afadido para diferenciar las cepas fermentadoras

de manitol de las especies de Listeria.

Medio PALCAM g/l
Bacto Columbia Blood Agar base 39
Manitol 10
Glucosa 0,5
Esculina 1
Citrato férrico de amonio 0,5
Cloruro de litio 15
Rojo fenol 0,08
Clorhidrato de acriflavina 0,005
Sulfato de poliximina B 0,01
Ceftazidima 0,008
Bacto Agar 2

Tabla 2. Composicion del medio de cultivo PALCAM
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Imagen 5. Placas de TSA y PALCAM

Medio TSB

Este medio de cultivo tiene los mismos componentes que TSA, excepto el agente
gelificante agar, por lo que se utiliza como medio liquido para crecimiento y
enriquecimiento de uso general utilizado en procedimientos cualitativos para pruebas
de esterilidad y para enriquecer y cultivar microorganismos. Es muy nutritivo y
favorece el crecimiento de microorganismos como bacterias anaerobias facultativas y
aerobias. Los digeridos enzimdticos de caseina y harina de soja proporcionan
aminodcidos y otras sustancias nitrogenadas complejas. La glucosa (dextrosa) sirve
como fuente de energia. El cloruro sédico mantiene el equilibrio osmético y el fosfato

potdsico dibdsico actia como tampdn para controlar el pH.

Medio TSB g/

Bacto Tryptone (digerido pancreatico de caseina) ‘ 17

‘ Bacto Soytone (digerido péptico de harina de soja) 3
Glucosa (dextrosa) ‘ 2,5

‘ Cloruro sédico 5
Fosfato dipotdsico de hidrégeno ‘ 2,5

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo TSB
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Agua de peptona

Es un medio que se utiliza como diluyente y para enriquecer a bacterias a partir de
alimentos. Se fundamenta en un enriquecimiento no selectivo, la peptona proporciona
los nutrientes necesarios para el desarrollo microbiano y el cloruro de sodio mantiene
el balance osmoético. También puede utilizarse como diluyente de muestras en
reemplazo de solucion fisiolégica y como medio base para fermentacién de hidratos de

carbono.

Agua de Peptona g/l
Peptona de carne 10
Cloruro de sodio 5

Tabla 4. Composicion del medio de cultivo Agua de peptona

Solucion salina

Es una solucion estéril de cloruro de sodio al 0,9% (p/v) en agua. En microbiologia se
utiliza para diluir la concentracion de células bacterianas con el fin de proporcionar
una concentracion mds adecuada que nos permita un conteo en placa, analizar
propiedades genéticas o metabdlicas, lavar las células en preparacion para su estudio o

preparar indculos normalizados.

Con los medios TSA y PALCAM se realiz6 un nimero abundante de placas para
nuestros posteriores ensayos. Con el Agua de Peptona se prepardé un matraz con unos
200 ml para tener suficiente y poder realizar una dilucidn con el extracto de carne. El
medio TSB liquido es necesario para sembrar un cultivo overnight de Listeria innocua,
por lo que preparamos alrededor de 60 ml que distribuimos en tubos. Y por ultimo 800
ml de Solucion Salina, necesaria para realizar diferentes diluciones a lo largo de todo el
estudio. Todos los medios fueron esterilizados en el autoclave al igual que el material

que se utilizo.
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Listeria innocua

Listeria innocua es un microorganismo inocuo para el ser humano como su propio
nombre indica, por ello se utiliza en ensayos en laboratorio en lugar de utilizar Listeria
monocytogenes, la cual si es un patégeno. En nuestro caso, se inocularon 3 tubos de
TSB con la bacteria Listeria innocua y se dejaron 24h en la estufa. Se utilizaron

posteriormente para inocular algunas de nuestras muestras.
Nisina
La nisina es un antibidtico de origen natural, producido por una cepa de la bacteria

Streptococcus lactis, en nuestro estudio fue utilizado como conservante alimenticio o

aditivo. La nisina puede comprarse como un preparado comercial.

Tratamiento de las muestras

El extracto de carne se dividié en dos tubos Falcon, a uno de ellos se le inoculé Listeria
innocua al 1% (CT), tanto el que tenia Listeria como el que no se dividieron en 25 ml
cada uno, y a uno de los que no tenia Listeria se le adiciond nisina (CN) al igual que a
uno de los que tenia Listeria (CTN). Quedando de la siguiente forma: un primer tubo
solo con el extracto de carne (C), un segundo con extracto de carne y nisina (CN), un
tercero con extracto de carne y Listeria (CT) y un cuarto con extracto de carne, Listeria

y nisina (CTN).

Imagen 6. Falcons con las diferentes muestras

Una vez claros las diferentes combinaciones de muestras creadas, lo que se hizo fue

dividirlos en criotubos.
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Cc,ClyC2 Sin Listeria y Nisina

C3yca Nisina
Tc, T1y T2 Listeria
T3y T4 Listeria+Nisina

Tabla 5. La nomenclatura segun el tipo de muestra

Maquina de altas presiones

Las muestras tratadas por altas presiones han sido procesadas en un equipo Stanted

Fluid Power High Pressure, modelo “Iso-Lab SystemFPG9400.922", U.K. Este modelo

trabaja a una presién maxima de 700 MPa (7000 Bar). El equipo esta compuesto de:

Canasta para muestras de 80 mm de didmetro x 50 cm de altura, donde

podemos introducir las muestras para su tratamiento con alta presion.

Cilindro de presion de doble cara y de acero forjado en niquel, aqui

encontramos la solucion acuosa estabilizante.

Cédmara de descompresion.

Bomba de precarga intensificadora Stansted TC10W-0812 y bomba electro-
hidraulica Stansted TC40H-1412. Fluido conductor de la bomba hidraulica Shell
Tellus 22T.

Fluidos de trabajo, el medio acuoso o agente presurizante que se utiliza es agua
destilada con un porcentaje (5%) de propilenglicol, es un aceite usado como
anticorrosivo y lubricante (Téllez-Luis et al., 2001). La mezcla es un estabilizante
(anticongelante) la cual evita que el agua destilada se congele en el interior de

la maquina y pueda ocasionar problemas.

El equipo trabaja a temperatura ambiente entre 23y 27 °C.
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Imagen 7. Maquina de HPP de la Universidad de Jaén

Tratamiento de altas presiones (HPP)

Los criotubos también se dividieron segun el tratamiento de altas presiones que iban a
recibir y segun las siembras en placa (medios TSA y PALCAM) de estos tratamientos
gue se realizarian los dias posteriores para evaluar el crecimiento microbiano, los dias
considerados serian 0, 3, 5y 7. Por lo tanto tuvimos que rellenar 40 criotubos en total,
10 para cada dia con los diferentes tratamientos. Una vez que todos los criotubos se
llenaron fueron separados segun su tratamiento por alta presidon y se envasaron al

vacio en unas bolsas especiales.
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Imagen 8. Criotubos marcados con cada tratamiento en bolsas

Los tratamientos con altas presiones consistieron en darle a las muestras

seleccionadas una presion de 300 MPa y a las otras muestras seleccionadas para este

tratamiento una presién de 400 MPa durante 5 minutos en ambos casos con la

maquina de altas presiones.

Cc
Tc
Cc1
T1
c2
T2
c3
T3
ca
T4

Control
Control con Listeria
300 MPa
300 MPa-+Listeria
400 MPa
400 MPa+Listeria
300 MPa+Nisina
300 MPa+Listeria+Nisina
400 MPa+Nisina
400 MPa+Listeria+Nisina

Tabla 6. La nomenclatura segun el tipo de muestra y tratamiento que reciba
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Imagen 9. Criotubos envasados al vacio para el tratamiento HPP

El primer dia, justo después de los tratamientos se contabilizé6 como el dia 0, ese dia se
sembraron diferentes diluciones de todas las muestras para los medios TSA y PALCAM,
y asi realizar un recuento general de microorganismos y detectar la presencia de
Listeria innocua pasadas 24h. Los dias 3, 5 y 7 se llevaron a cabo la misma

metodologia.

Interpretacion de los datos

El nimero de colonias obtenidas por cada dilucion se calcula como Unidades

Formadoras de Colonias por ml con la siguiente férmula:

UFC n? de colonias

ml - Factor de dilucién x10x10

El primer 10 es la dilucién madre y el segundo 10 los 100 pl que se echaron en cada

placa para sembrar.
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RESULTADOS

Dia 0
El dia 0 fue considerado el dia que se realizé el tratamiento de altas presiones. Algunas

de las siembras que se realizaron en los medios TSA y PALCAM segun diferentes

diluciones fueron las siguientes:

Imagen 10. Dia 0, muestra Control recuento en
TSA, diluciones 3 y 4. Se observa crecimiento
en la dilucién 3.

Imagen 11. Dia 0, muestra inoculada con Listeria
recuento en TSA, diluciones 3 y 4. Se observa
crecimiento en la dilucién 4.

Imagen 12. Dia 0, muestra inoculada con Listeria
recuento en PALCAM, diluciones 3 y 4. Se observa
crecimiento en ambas diluciones pero solo puede

hacerse recuento en la dilucion 4.

Imagen 13. Dia 0, muestra inoculada con Listeria y con un tratamiento de
HPP 300 MPa, recuento en TSA, observamos crecimiento en la dilucion 4.
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Imagen 14. Dia 0, muestra inoculada con Listeria y
tratada con HPP a 300 MPa recuento en PALCAM,
diluciones 3 y 4. Observamos crecimiento en ambas

Tratamiento TSA PALCAM
Cc 4,6 x 10° 0
Tc 2,83 x 10® 1,31 x 108
c1 3x10* 0
T1 6,6 x 10’ 1,7 x 107
c2 0 0
T2 0 0
c3 0 0
T3 0 0
ca 0 0
T4 0 0

Tabla 7. Resultados del recuento total de placas del dia 0

Seglun la Tabla 7, podemos observar que encontramos crecimiento de
microorganismos en los controles Cc y Tc (con Listeria), en Cc solo en el medio TSAy en
Tc tanto en TSA como en PALCAM. También hay crecimiento en el tratamiento de altas
presiones a 300 MPa (C1) en medio TSA y a 300 MPa muestras con Listeria (T1) tanto
en el medio TSA como en PALCAM. En los demads tratamientos no encontramos

crecimiento microbiano.
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Dia3
Los resultados en imagenes segln las diferentes siembras los 3 dias posteriores al

tratamiento de altas presiones fueron los siguientes:

Imagen 15. Dia 3, muestra Control (sin Listeria y sin adicion de nisina) recuento en TSA y PALCAM,
diluciones 2 y 3 en TSA y 0 en PALCAM. Se observa crecimiento en todas las placas de la imagen. En
PALCAM el crecimiento observado no es de Listeria

Imagen 16. Dia 3, muestra inoculada con Listeria, recuento
en TSA, dilucidon 5. Se observa crecimiento.

Imagen 17. Dia 3, muestra control, tratamiento a 300
MPa de HPP en TSA, diluciones 1 y 2, crecimiento
microbiano en ambas diluciones, se hace recuento en
la dilucion 2

Imagen 18. Dia 3, muestra inoculada con Listeria y tratada a 300 MPa de HPP recuento en TSA y
PALCAM, diluciones 4 y 5 en TSA y diluciones 4 y 5 en PALCAM. Observamos crecimiento en todas las
placas, ninguna es contable
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Imagen 19. Dia 3, muestra control (C2), tratada a 400
MPa de HPP y muestra inoculada con Listeria (T2) en
TSA y PALCAM, dilucién 0 para todas las placas.
Podemos observar crecimiento en todas menos en
PALCAM de C2

Tratamiento TSA PALCAM
Cc 2,53 x 107 0
Tc 3x10’ 3x10°
c1 5x 10* 0
T1 3x 10 3x 108
c2 0 0
T2 3x 10 3x 10
c3 0 0
T3 0 0
ca 0 0
T4 0 0

Tabla 8. Resultados del recuento total de placas del dia 3

Seglun la Tabla 8, podemos observar que encontramos crecimiento de
microorganismos en los controles Cc y Tc (con Listeria), en Cc solo en el medio TSA.
También hay crecimiento en el tratamiento de altas presiones a 300 MPa (C1) en el
medio TSA y en el tratamiento a 300 MPa en muestras con Listeria (T1) en los medios
TSA y PALCAM. En el tratamiento a 400 MPa para muestras con Listeria (T2) hay
crecimiento tanto en TSA como en PALCAM. En los demds tratamientos no

encontramos crecimiento microbiano.
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Dia5
Los resultados en imagenes segln las diferentes siembras los 5 dias posteriores al
tratamiento de altas presiones fueron los siguientes:

Imagen 20. Dia 5, muestra Control (sin Listeria y nisina)
en TSA y PALCAM, diluciones 3 y 4 para TSA y 0 para
PALCAM. Podemos observar crecimiento en la dilucién
4 de TSA.

Imagen 21. Dia 5, muestra inoculada con Listeria en
TSA, dilucién 6 con crecimiento microbiano.

Imagen 22. Dia 5, muestra inoculada con Listeria en
medio PALCAM, dilucién 5 con crecimiento

Imagen 23. Dia 5, muestra control, tratamiento a 300
MPa de HPP en TSA, dilucion 3 con crecimiento
microbiano

Imagen 24. Dia 5, muestra inoculada con
Listeria y tratamiento a 300 MPa,
diluciones 3y 4 en TSA.
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Imagen 25. Dia 5, muestra inoculada con Listeria,
tratamiento a 300 MPa, dilucion 5 en Palcam con
crecimiento microbiano

Imagen 26. Dia 5, muestra inoculada con Listeria y tratamiento
a 400 MPa, en PALCAM, dilucién 0 con crecimiento microbiano

Tratamiento TSA PALCAM
Cc 4,7 x 10’ 0
Tc 2,09 x 10° 3,5x 108
c1 4,1x10° 0
T1 1,41x 108 6 x 10’
c2 0 0
T2 3x 10° 1,58 x 10*
c3 0 0
T3 0 0
ca 0 0
T4 0 0

Tabla 9. Resultados del recuento total de placas del dia 5
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Segun la Tabla 9, podemos observar que encontramos crecimiento de
microorganismos en los controles Cc y en muestras tratadas con Listeria Tc, en Cc solo
en el medio TSA. También hay crecimiento en el tratamiento de altas presiones a 300
mPa (C1) en el medio TSA y en el tratamiento a 300 MPa con Listeria (T1) en los
medios TSA y PALCAM. En el tratamiento a 400 MPa con Listeria (T2) hay crecimiento
tanto en TSA como en PALCAM. En los demas tratamientos no encontramos
crecimiento microbiano.

Dia 7

Algunos de los resultados en imdagenes segln las diferentes siembras los 5 dias
posteriores al tratamiento de altas presiones fueron los siguientes:

Imagen 27. Dia 7, muestra Control (sin Listeria y nisina) en TSA'y
PALCAM, diluciones 3 y 4 de TSA y dilucién 0 de PALCAM Se
observa crecimiento en las diluciones 3 y 4 de TSA, solo es
contable la dilucién 4

Imagen 28. Dia 7, muestra inoculada con Listeria en TSA vy
PALCAM, diluciéon 6 en TSA vy diluciones 5y 6 en PALCAM, se
cuenta la dilucién 6

Imagen 29. Dia 7, muestra inoculada con Listeria vy
tratamiento a 300 MPa en TSA y PALCAM, diluciones 4y 5
para TSA y PALCAM, se cuenta en ambos medios la
dilucién 5
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Imagen 30. Dia 7, muestra
inoculada con  Listeria vy
tratamiento a 400 MPa en TSA 'y
PALCAM, diluciones 1y 2 en TSA
y 0 en PALCAM, solo hay
crecimiento en la dilucién 1 de
TSA

Tratamiento

Cc

Tc

o |

T1

Cc2

T2

c3

T3

ca

T4

TSA
3,9 x 10’
1,9x 10°
4,8x 10’
1,44 x 10°
2,61x 10°

2,235 x 10°
0
1,86 x 10°
0

0

PALCAM
0

8x10°

2,3x 108
0
1,925 x 10°
0
1,55x 10°
0

0

Tabla 10. Resultados del recuento total de placas del dia 7

Segun la Tabla 10, encontramos crecimiento de microorganismos en los controles Ccy

muestras con Listeria Tc, en Cc solo en el medio TSA. También hay crecimiento en el

tratamiento de altas presiones a 300 MPa (C1) en el medio TSA y en el tratamiento a

300 MPa con Listeria (T1) en los medios TSA y PALCAM. En el tratamiento a 400 MPa

(C2) hay crecimiento en TSA y en el tratamiento a 400 MPa con Listeria (T2) hay

crecimiento tanto en TSA como en PALCAM. Ademas, en el tratamiento combinado de

300 MPa y nisina, para muestras inoculadas con Listeria (T3) también vemos

crecimiento. En los demas tratamientos no encontramos crecimiento microbiano.
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Comparacion de los tratamientos a lo largo de los dias en medio TSA'Y PALCAM

: + . )
188;; . Crecimiento en TSA
1.00E+09
1.00E+08
1.00E+07
1.00E+06
1.00E+05
1.00E+04
1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00

UFC/ml

c3 T3 Cc4 T4

C: No inoculados con Listeria innocua
T: Inoculados con Listeria innocua

EDia0
EDia3
M Dia5
EDia7

Grafica 1. Crecimiento total de microorganismos durante todos los dias segun tratamientos en
el medio TSA

Segun la Grafica 1 observamos los siguientes datos:

Cc (Control): Del dia 0 al dia 5 vemos que existe un crecimiento de microorganismos y
en el dia 7 las UFC/ml apenas descienden, podriamos decir que se mantienen con el
dia 5.

Tc (muestra con Listeria): Aqui observamos que del dia 0 al dia 3 desciende el nUmero
de UFC/mI, el dia 5 vuelve a aumentar el crecimiento de microorganismos y el dia 7
desciende de nuevo.

C1 (Tratamiento a 300 MPa): Podemos ver que del dia 0 al dia 7 hay un crecimiento
progresivo de los microorganismos.

T1 (muestra con Listeria y Tratamiento a 300 MPa): El dia 3 las UFC/ml sufren un
acusado descenso respecto al dia 0y en los dias 5y 7 observamos gran crecimiento de
los microorganismos respecto al dia 3.

C2 (Tratamiento a 400 MPa): No encontramos crecimiento microbiano hasta el dia 7.
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T2 (muestra con Listeria y Tratamiento a 400 MPa): Hasta el dia 3 no hay crecimiento
microbiano, en los dias 5 y 7 vemos un crecimiento progresivo de las UFC/ml respecto
al dia 3.

C3 (Tratamiento a 300 MPa combinado con nisina): No hayamos crecimiento
microbiano.

T3 (muestra con Listeria y Tratamiento a 300 MPa combinado con nisina): Solo
encontramos microorganismos en el dia 7.

C4 (Tratamiento a 400 MPa combinado con nisina): No hay crecimiento microbiano.
T4 (muestra con Listeria y Tratamiento a 400 MPa combinado con nisina): No se haya

crecimiento microbiano.

Crecimiento en PALCAM

1.00E+09
1.00E+08 -
1.00E+07 -
1.00E+06 -
1.00E+05 -
1.00E+04 -
1.00E+03 -
1.00E+02 -
1.00E+01 -
1.00E+00 -

HDia0

M Dia 3

UFC/ml

M Dia 5

M Dia7

Tc T1 T2 T3 T4
T: Muestras inoculadas con Listeria innocua

Grafica 2. Crecimiento total de microorganismos durante todos los dias segun tratamientos en
el medio PALCAM

Segun la Grafica 2 observamos los siguientes datos:

Tc (muestra con Listeria): Del dia 0 al dia 3 observamos un descenso de las UFC/ml
mientras que los dias 5y 7 presentan un aumento de las Listerias mayor que el dia 0

sucesivamente.
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T1 (muestra con Listeria y tratamiento HPP 300 MPa): Hay un crecimiento del numero
de Listerias del dia 0 al dia 3, posteriormente el dia 5 observamos un descenso de éstas
y en el dia 7 nuevamente un aumento del nimero de UFC/ml.

T2 (muestra con Listeria y HPP 400 MPa): El dia 0 no vemos Listeria en las placas, sin
embargo, en el dia 3 ya podemos observar crecimiento, que se mantiene con el dia5y
aumenta con el dia 7.

T3 (muestra con Listeria y tratamiento combinado de HPP 300 MPa y nisina): Solo
encontramos crecimiento el dia 7.

T4 (muestra con Listeria y tratamiento combinado de HPP 400 MPa y nisina): No hay
crecimiento de Listeria.

Las muestras Cc, C1, C2, C3 y C4 no se han anadido a la grafica ya que al no estar

inoculadas con Listeria no ha crecido nada en las placas PALCAM.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados hallados en otros estudios, después del tratamiento de
altas presiones se reduce la poblacién bacteriana, pero no se lesiona de forma letal a
otros microorganismos, que luego pueden volver a crecer durante el almacenamiento.
Estos hallazgos sugieren que el tratamiento con HPP debe ser combinado con otros
métodos, como la alta o baja temperatura y los aditivos alimentarios, para lograr una
mayor inocuidad microbiana en los alimentos (Garcia-Graells et al., 1999; Wuytack et

al., 2002).

En el medio TSA crecen los microorganismos que se encuentran de forma natural en la
carne, por lo que en el control (Cc) donde no hemos llevado a cabo ningun tipo de
tratamiento podemos ver como del dia 0 al 5 hay un crecimiento progresivo debido al
deterioro del alimento, hasta que en el dia 7 se estabiliza el nimero de
microorganismos y comienza a disminuir. Cuando el alimento es inoculado con Listeria
observamos que respecto a Cc hay mayor nimero de (UFC/ml), esto probablemente se
deba a que ademads de los microorganismos que normalmente encontramos en la

carne hemos inoculado Listeria, al igual que en Cc el dia 5 alcanza el mayor niumero de
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microorganismos y a partir de ahi el nimero de microorganismos se estabiliza y va
reduciéndose (dia 7).

Cuando sometemos al alimento a un tratamiento con HPP a 300 MPa (C1) podemos
deducir que es poco eficaz ya que no mata a los microorganismos y tiene lugar un
crecimiento progresivo conforme avanza el tiempo. Si nos fijamos en la muestra T1,
que es igual que Cl1 pero con Listeria inoculada, hay un mayor numero de
microorganismos por lo que podemos ver que aparece un cambio respecto a C1, sin
embargo el dia 3 el niumero de microorganismos desciende, posiblemente pueda
deberse a que este tratamiento ha sido mas efectivo a los 3 dias. En general el
alimento tratado con una presiéon de 300 MPa no es eficaz ni al principio ni a lo largo
del tiempo.

En el tratamiento a 400 MPa (C2) no observamos crecimiento microbiano hasta el dia 7
y si inoculamos Listeria (T2) vemos que solo es efectivo el dia 0, seguramente Listeria
sea mas resistente a las altas presiones. Por lo tanto se puede decir que esta presion
tampoco es efectiva pero se consigue eliminar mayor nimero de microorganismos que
a 300 MPa.

Cuando a una presion de 300 MPa le incorporamos un tratamiento con nisina vemos
qgue en el caso de C3 elimina todos los microorganismos, al menos, no se observa
crecimiento a lo largo de los dias (0-7). Pero en T3 donde hemos inoculado Listeria
existe cierta resistencia que seguramente se deba a la de esta bacteria. En cuanto a
este tratamiento deducimos que es bastante efectivo gracias al tratamiento
combinado con nisina pero sigue sin ser efectivo totalmente para Listeria. En el
tratamiento a 400 MPa combinado con nisina comprobamos que hay una gran
efectividad ya que no encontramos crecimiento microbiano alguno en C4 y tampoco
en T4 (con Listeria). Segun el estudio de Lebow et al., (2017), la aplicacién combinada
de nisina (10 pg / g) y alta presion a 600 MPa en salmén ahumado tuvo mucho éxito,
reduciendo L. innocua significativamente.

La cantidad de presidn ejercida y el tiempo del tratamiento de HPP consigue la
reduccidn de L. monocytogenes en carne como se demuestra en el estudio de Rubio et
al., (2018). También Evert-Arriagada et al., (2018) coincide en que el nivel de presidn
aplicada es muy importante, la aplicacion de tratamientos a 500 MPa y especialmente

a 600 MPa seria eficaz para eliminar al microorganismo mas resistente a un nivel que
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no deberia representar un riesgo para la salud. Y no solo eso, también tiene que ver el
tipo de cepa que ha sido inoculada para el estudio, ya que en su trabajo con queso
fresco comparan diferentes cepas de Listeria, por ello hay que tener en cuenta que
usar cepas sustitutas como objetivo puede llegar a sobrestimar el efecto del
tratamiento.

El medio PALCAM es selectivo para Listeria por lo que tan solo obtuvimos datos de
recuentos en aquellas muestras en las que se le inoculd Listeria, eso quiere decir que
en la microbiota original de la carne no habia presencia de esta bacteria. En las
muestras control con Listeria inoculada (Tc), obtenemos datos de (UFC/ml) muy
similares a los obtenidos en medio TSA, también encontramos una bajada del nimero
de microorganismos en el dia 3 y una posterior subida en el dia 5, en general son datos
muy similares.

A 300 MPa (T1) empezamos a encontrar diferencias con el medio TSA, ya que
observamos que del dia 0 al dia 3 hay crecimiento microbiano, y sin embargo en TSA
decayo el crecimiento. Pasado el dia 3, vemos que vuelve a decaer levemente el
crecimiento y en el dia 7 se vuelve a recuperar, por eso deducimos que para Listeria
este tratamiento es muy poco eficaz o al menos no durante un largo periodo de
tiempo superior a una semana.

A 400 MPa se aprecia que el nimero de (UFC/ml) es muy parecido al que aparece en el
medio TSA, en ambos el dia 0 no presenta crecimiento microbiano y hasta el dia 3 no
hay microorganismos. Los datos del dia 3 en TSA y PALCAM son similares, pero en
PALCAM hay un pequefio descenso de los microorganismos a diferencia de lo que
ocurre en TSA, y ademads el dia 7 vuelven a recuperarse, podemos decir que el
tratamiento a 400 MPa elimina gran cantidad de Listeria pero no es lo suficientemente
efectivo ya que vuelven a recuperarse y crecen a lo largo de los dias.

A 300 MPa y con nisina (T3) se ve que tanto en TSA como en PALCAM ocurre
exactamente lo mismo, solo que en TSA hay mayor nimero de UFC/ml, y en ambos
casos hasta el dia 7 no hay crecimiento microbiano, esto quiere decir que el
tratamiento combinado de nisina y HPP de 300 MPa es bastante efectivo los primeros
dias pero no elimina a todos los microorganismos por lo que éstos terminan creciendo

de nuevo.
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Sin embargo, en el tratamiento combinado de nisina y HPP de 400 MPa se aprecian los
mismos resultados en TSA y PALCAM, no existe crecimiento de microorganismos
durante los 7 dias, es decir, este tratamiento resulta ser el mas eficaz de todos.

En general podemos decir que existen muchas similitudes en los datos obtenidos en
TSA Y PALCAM vy la mayor diferencia es que el nimero de UFC/ml varia, en PALCAM
encontramos un menor nimero de microorganismos respecto a TSA (en las muestras
inoculadas con Listeria T1,T2 y T3), lo cual es ldgico, ya que en TSA no solo tenemos
Listeria, sino también los microorganismos propios de la carne, pero hay que tener en
cuenta que la diferencia de (UFC/ml) no es exagerada, los datos del medio PALCAM se
acercan bastante a los del medio TSA, de ello podemos deducir el nUmero de (UFC/ml)
de Listeria es mucho mas elevado al de los microorganismos que ya se encontraban en
la carne si nos fijamos en los tratamientos control. Una vez llevados a cabo los
diferentes tratamientos combinados con altas presiones y nisina también deducimos
que Listeria innocua es una bacteria muy resistente y que no basta un Unico
tratamiento para poder eliminarla por completo, sino que el uso de tratamientos
combinados de HPP junto con bioconservantes naturales como la nisina, son los
mecanismos mas eficaces para su completa eliminacion y aumento del periodo de vida
util del alimento como hemos podido comprobar en nuestro estudio. Liu et al., (2017)
obtuvieron datos tras un tratamiento a 500 MPa durante 5 min para E.coli, S. entérica,
L. monocytogenes y S. aureus en leche descremada, se produjeron reducciones de
manera muy diferente y se compard la recuperaciéon de todas las bacterias a lo largo
de los dias y se pudo observar que S. aureus fue mas resistente que los otros
microorganismos, seguido de L. monocytogenes, lo cual puede indicar que las bacterias
Gram-positivas son mas resistentes a las altas presiones debido a que sus paredes

celulares tienen un mayor contenido de peptidoglicano.
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CONCLUSIONES

1. El tratamiento de HPP a 300 MPa durante 5 minutos no es eficaz, ya que a lo largo de los dias
aparece crecimiento microbiano en ambos medios.

2. El tratamiento de HPP a 400 MPa durante 5 minutos tampoco es eficaz aunque elimina mayor
nimero de microorganismos que un tratamiento de HPP a 300 MPa.

3. Un tratamiento de HPP de 300 MPa durante 5 minutos combinado con un tratamiento de nisina
presenta una mayor efectividad, pero sigue habiendo resistencia por parte de Listeria innocua.

4. Un tratamiento combinado de HPP de 400 MPa durante 5 minutos junto con un tratamiento de
nisina prolonga la vida Util del alimento durante una semana.

5. Tras inocular Listeria innocua en el extracto de carne podemos observar que la resistencia de
esta bacteria a los tratamientos con HPP es mayor que la que ofrecen el resto de
microorganismos presentes en este alimento de forma natural, siendo necesario por tanto recurrir
a tratamientos combinados de HPP y Nisina para eliminar a este patdgeno por completo y

aumentar la vida Gtil del alimento.
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