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RESUMEN 
A lo largo de los últimos años las preferencias de los consumidores han llevado a 

investigaciones en la aplicación de nuevas tecnologías y alternativas para desarrollar 

productos de mejor calidad y que no comprometan la seguridad alimentaria. Por ello 

las altas presiones hidrostáticas (HPP) han proporcionado un método alternativo, 

viable y económico 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 reducción de microorganismos en carne, al igual que 

comprobar si son capaces de eliminar a patógenos como Listeria. Se puedo observar 

que Listeria innocua es una bacteria muy resistente y que no basta un único 

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 más eficaces para su eliminación y en general, aumentan el periodo de 

vida útil del alimento. 

Palabras clave: Bioconservación, nuevas tecnologías, altas presiones hidrostáticas  

(HPP), patógenos, 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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INTRODUCCIÓN 
1. De los tratamientos térmicos a las altas presiones hidrostáticas 
 

Las preferencias de los consumidores a lo largo de los últimos años con los alimentos 

mínimamente procesados han llevado a los investigadores a centrarse en la aplicación 

de nuevas tecnologías y alternativas para desarrollar productos de mejor calidad sin 

comprometer la seguridad alimentaria (Kapetanakou et al., 2016). Los microbiólogos 

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 

mayoría de los procesos que se aplican industrialmente para garantizar la seguridad 

microbiológica de los alimentos y las nuevas tendencias de los consumidores han 

llevado la innovación tecnológica hacia alimentos mucho más saludables, nutritivos y 

convenientes (Malone et al., 2003). La mayoría 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 presión hidrostática 

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 conservación de alimentos que podría representar una 

alternativa a la pasteurización (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 investigación de Hite en 1899, hace más de un siglo y ha sido 

considerado como uno de los más prometedores de la tecnología no térmica utilizada 

en alimentos (Knorr, 1993), y ha recibido una atención especial como alternativa viable 

económica y tecnológica a los procesos térmicos (Patterson, 2005). 

2. Extensión por el mundo 
 

Es un método de procesamiento que está creciendo debido a su capacidad 

demostrada para extender económicamente la vida útil 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 (Bermúdez-Aguirre et al., 2011). Después del 

2000, el número de máquinas de HPP instaladas para la industria alimentaria aumentó 

exponencialmente (Tonello et al., 2011). En estos momentos, el HPP se está utilizando 

en los Estados Unidos, Europa y Japón en una variedad selecta de alimentos de alto 

valor. En los Estados Unidos, Avure Technologies (Kent, WA) vende equipos de HPP de 

tamaño comercial (215 litros) y sistemas semicontínuos para el procesamiento de 

líquidos 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 

Japón, 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 Velázquez, 2005). Más 

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 presión), 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 fabricación en su producción y su historia de 

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

3. Descripción general, avances y beneficios 
 

El proceso de alta presión hidrostática (HPP) es un método de procesamiento de 

alimentos en el que estos se someten a presiones elevadas (aproximadamente 6000 

atmósferas), con o sin la adición de calor, para lograr la inactivación microbiana o para 

conseguir alterar el alimento. El procesamiento por altas presiones puede llegar a 

causar cambios, aunque mínimos, en las características frescas de los alimentos 

cuando eliminamos la degradación térmica (Ramaswamy et al., 2004). De acuerdo con 

el principio de Le Chatelier, la presión hidrostática minimiza el volumen del material 

presurizado de manera homogénea. Como los enlaces covalentes no se rompen por la 

presión (Mozhaev et al., 1994), los componentes originales de los alimentos no se 

modifican en el proceso. 
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Tiene un gran potencial para producir alimentos con una vida útil más prolongada, 

como ya hemos mencionado en el punto anterior, al hacer que los productos 

alimenticios sean microbiológicamente más seguros y, por lo tanto, mejoran su 

calidad. Es un método que ha avanzado continuamente debido a un mejor diseño de la 

maquinaria y se ha convertido en un medio de fabricación comercialmente viable para 

lograr la inactivación microbiana. Por supuesto debemos tener en cuenta que en 

ocasiones conseguir la inactivación microbiana mediante HPP podría 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 selección adecuada de la 

presión (Hendrickx et al., 1998; San Martín 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 iónicos, 

hidrófobos e hidrógeno), lo que significa que las estructuras de proteínas primarias 

permanecen intactas, mientras que pueden ocurrir alteraciones en las estructuras 

secundarias, terciarias y cuaternarias desplegándose las proteínas (Ross et al., 2003; 

Rastogi et al., 2007). Pero si el tratamiento se hace de forma correcta no afecta a las 

vitaminas, aminoácidos, compuestos de sabor y otras moléculas pequeñas (Puppo et 

al. 2011). Esta tecnología emergente, como ya hemos dicho anteriormente, permite la 

reducción de microorganismos que originan el deterioro del alimento, pero puede 

mantenerse el nivel de población de la microbiota superviviente a niveles bajos 

durante el almacenamiento (Fuentes et al., 2010). La capacidad de destrucción o 

inactivación de los microorganismos por la alta presión hidrostática varía según el nivel 

de presión, el tiempo y la temperatura de presurización, el tipo de microorganismo y 

su etapa de crecimiento, así como la composición de los alimentos (principalmente 

según el pH y la actividad del agua) (Rosenthal y Silva, 1997; Calderón-Miranda et al., 

1998). El tratamiento puede garantizar la destrucción de hasta 8 unidades logarítmicas 

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. Representación esquemática de las presiones utilizadas en HPP 

 
3.1.  Alimentos que debemos usar principalmente 

Como cualquier otro método de procesamiento, el HPP no puede aplicarse 

universalmente a todos los tipos de alimentos. Los alimentos con un alto contenido de 

ácidos son candidatos idóneos para la tecnología HPP. Sin embargo, los productos 

poco ácidos, como las sopas, aún no están disponibles comercialmente debido a que 

aparecen limitaciones para matar las esporas (Ramaswamy et al., 2004). Lo que está 

claro es que esta capacidad para erradicar microorganismos independientemente de la 

geometría del producto y la necesidad de usar conservantes (Zhang y Mittal, 2008) 

hace que esta tecnología 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 presión, pueden influir en la capacidad de unión a la 

IgE de las proteínas en los alimentos (Cabanillas et al. 2015). La alta presión 

hidrostática (HPP) puede modificar la estructura terciaria y cuaternaria de las proteínas 

y alterar algunas de las estructuras del epítopo, lo que puede reducir la alergenicidad y 

mejorar las propiedades funcionales de las proteínas de los alimentos (Puppo et al. 

2011). Según Hu et al. (2011) la alta presión induce cambios conformacionales en las 

proteínas del maní y sus resultados explicaron que la unión de los alérgenos del maní a 

la IgE disminuyó al aumentar la presión. Peñas 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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disminuyó y además, este método con semillas de soja podría 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 isostático, en el cual 

la presión aplicada a una muestra a través de un medio presurizado como el agua o el 

aceite es instantánea 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 inactivación 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 

reorganización 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 conformación de las proteínas,  esto se traduce en 

una pérdida parcial de la integridad de la membrana citoplasmática (Knorr et al., 

2006). Al igual que según Sangronis et al., (1997), quien confirma que se producen 

cambios morfológicos, bioquímicos y genéticos en los microorganismos, y que afecta 

especialmente a sus membranas y paredes celulares. Además, tras el estudio de 

Calderón-Miranda et al., (1998) se sabe que aumenta la permeabilidad celular, se 

inhiben las reacciones y la producción de energía al desnaturalizar enzimas que son 

esenciales para el crecimiento y la reproducción de los microorganismos. 

 

 Imagen 2. Esquema de procesamiento en una máquina de HPP 
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4.1. Tipos de tratamientos de HPP 
 

El tratamiento clásico HPP o HPP de un solo pulso (spHPP) consiste en ejercer presión 

sobre una muestra y mantenerla así durante un cierto período de tiempo para una 

posterior descompresión a presión atmosférica (Figura 3). Por otro lado, también 

puede ser posible aplicar sucesivamente altas presiones hidrostáticas de forma que 

exista más de un período de compresión, retención y descompresión (Figura 4). Este 

tipo de tratamiento se llama HPP de pulsos múltiples (mpHPP) (Schaschke, 2015). 

 

 

Imagen 3. Tratamiento clásico de un solo pulso spHPP 

 

Imagen 4. Tratamiento de pulsos múltiples mpHPP 

El tratamiento con mpHPP, durante el mismo tiempo de retención, es más 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 inactivación de las esporas bacterianas 

(Hayakawa et al., 1994; Ahn y Balasubramaniam, 2007). También se vió de que había 

una menor recuperación de Escherichia coli para el tratamiento con mpHPP en 

comparación con el tratamiento con spHPP (Pilavtepe-Çelik et al., 2011). Sin embargo, 

algunos investigadores arrojaron información sobre que el uso del tratamiento con 

mpHPP no inactivaba los virus (Kingsley et al., 2006) y las bacterias (López-Caballero et 

al., 2000; Yuste et al., 2001) en comparación con el tratamiento con spHPP. Se sabe 

que la presión, la temperatura y el tiempo son los parámetros de proceso más 

importantes del tratamiento con spHPP. Mientras que la presión y la temperatura son 

los parámetros más importantes para el tratamiento de mpHPP. Además, la duración 

del pulso, el número de pulsos, el tiempo sin presión (duración entre los pulsos), los 

tiempos de compresión y descompresión, y la forma del pulso (rampa, cuadrada, 

sinusoidal) también pueden afectar los resultados del tratamiento por mpHPP. El 

efecto de estos parámetros sobre la inactivación 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 mostró que el tratamiento con mpHPP fue ligeramente mejor que el tratamiento 

con spHPP para los microorganismos psicrotrofos, pero el tratamiento con mpHPP no 

ofreció mejores resultados que el tratamiento con spHPP para los microorganismos 

mesófilos (Yuste et al., 2001; Yuste et al., 1998). Por otro lado, el uso del tratamiento 

con mpHPP demostró ser más adecuado para la inactivación de E. coli O157: H7 en 

carne molida (Morales et al., 2008) y S. Enteritidis en filetes de pechuga de pollo a 

presiones más 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 aplicación comercial de dicho tratamiento. Una de las razones más importantes es 

que el tratamiento con mpHPP requiere una aplicación más larga y, por lo tanto, es 
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más costoso que el tratamiento con spHPP. Lo más probable es que se necesite un 

equipo de HPP más complejo que pueda soportar velocidades rápidas de compresión y 

descompresión (para reducir la duración total del tratamiento). A medida que la 

tecnología mejora, puede ser posible tener velocidades de compresión y 

descompresión más rápidas, por lo que se alcanzarían tiempos de tratamiento 

compatibles para las aplicaciones comerciales del mpHPP (Rivalain et al., 2012; 

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

 

4.2. No elimina todas las esporas 
 

El HPP aún no se puede usar en productos poco ácidos 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 útil refrigerada de estos productos y 

para eliminar el riesgo de diversos patógenos transmitidos por los alimentos, como 

Escherichia coli, Salmonella y Listeria (Ramaswamy et al., 2004). El uso de la alta 

presión como un método para la inactivación de las esporas en los alimentos ha sido 

ampliamente explorado desde finales de los años sesenta. Clouston y Wills (1969) 

fueron los primeros en reconocer el potencial de HPP para la inactivación de las 

esporas, identificaron que las altas presiones inician la germinación de las esporas de 

Bacillus pumilus. Dicha germinación sugirió la capacidad de HPP para hacer germinar y 

posteriormente inactivar las esporas a temperatura ambiente. Este tipo de 

tratamiento sería ideal ya que mantendría los aspectos sensoriales y nutricionales de 

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

Las esporas bacterianas son las más 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 

pasteurización y esterilización de alimentos (Evelyn y Silva, 2018a). El formador de 

esporas más peligroso en los alimentos bajos en ácido 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, según lo descrito por (Margosch et al., 2004a). 
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Las ascosporas de mohos resistentes al calor, como Byssochlamys, Neosartorya y 

Talaromyces, normalmente se consideran extremadamente resistentes a HPP (Smelt, 

1998; Chapman et al., 2007). Desafortunadamente, la inactivación de las endosporas 

por HPP ha resultado ser un desafío 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 esporulación, 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 germinación y a la inactivación 

posterior de las esporas por HPP. 

En los últimos años, los conocimientos de los diferentes mecanismos de germinación 

de esporas inducidas por la presión han aumentado. Varios estudios han confirmado 

dos mecanismos separados de germinación mediante HPP, uno a presiones 

relativamente bajas (100–300 MPa) que involucran receptores de nutrientes, y el otro 

a presiones más altas (400–800 MPa), que involucran la liberación de ácido dipicolínico 

(Wuytack et al., 1998; Paidhungat et al. 2002; Black et al 2005b, 2007b). A medida que 

se sabe más sobre la germinación inducida por la presión resulta más fácil diseñar 

procesos mucho más específicos para la inactivación de las esporas en los alimentos. 

Se podría decir que las esporas bacterianas germinan fácilmente bajo presión, en 

presencia de germinantes nutrientes, a pH neutro y a temperaturas >30ºC. 

4.3. No elimina todos los microorganismos  
 

La alta presión es una técnica que se utiliza comercialmente para la conservación de 

productos alimenticios ácidos, ya que los alimentos con un pH cercano al neutro son 

un medio mejor para el crecimiento de microorganismos que sobrevivieron al 

tratamiento a presión (Smelt, 1998). El HPP no conduce necesariamente a la muerte 

celular sino a una lesión en las células que explica su posterior crecimiento después de 

que se haya realizado el tratamiento (Ritz et al., 2001; López-Pedemonte et al., 2007). 

Las células procariotas tienden a ser más resistentes a la presión que las eucariotas 
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(Patterson, 1999). En general, las bacterias gram-positivas son más resistentes al calor 

y la presión que las bacterias gram-negativas, y los cocos son más resistentes que las 

bacterias en forma de bastón. En comparación, 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 presión, el tiempo y la temperatura de 

presurización, las especies y las cepas microbianas, la fase de crecimiento celular y el 

medio de suspensión. Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Vibrio spp., 

Salmonella spp. y Escherichia coli O157: H7 se encuentran entre los microorganismos 

más extensamente estudiados en cuanto a la inactivación por altas presiones (Styles et 

al., 1991; Mackey et al., 1994; Patterson y 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 

O157: H7 en suspensiones celulares (Alpas et al., 1999; Benito et al., 1999). Patterson 

et al., (1995), mostraron que E. coli O157: H7 era más resistente a la presurización 

cuando se encontraba en leche UHT que en carne de ave. De acuerdo con Haubenetal 

et al., (1998), el calcio proporcionaría protección contra la inactivación por presión 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 inactivación de bacterias en 

alimentos de baja acidez es usar la presión 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 inactivación de 

algunas bacterias. Además, la alta presión induce la permeabilización de la membrana 

externa en bacterias Gram-negativas y sensibiliza las células a la acción 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 disminuirían sus efectos sobre la 

inactivación de los microorganismos. Por ello si aplicamos tratamientos de HPP de baja 
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intensidad combinándolos con antimicrobianos naturales probablemente habría un 

mayor efecto sobre la inactivación microbiana (Ortega et al., 2018).  Chien et al., 

(2016, 2017) y Sheen et al., (2018) desarrollaron modelos lineales y no lineales que 

describían la inactivación de HPP en patógenos transmitidos por los alimentos en 

combinación 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 más de 

50 años en una variedad de productos, incluidos quesos procesados y alimentos 

enlatados, donde su función 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 actúa sobre las bacterias gram-positivas 

formando poros en las membranas celulares (Ruhr y Sahl, 1985) o interrumpe la 

glucosilación uniéndose al lípido II, el cual es un precursor de la biogénesis de la pared 

celular (Wiedemann et al., 2001; Hasper et al., 2006). La combinación de nisina y HPP 

también mostró fuertes efectos contra E. coli (Steeg et al., 1999), que fueron más 

efectivos a bajas temperaturas. Además, la mortalidad de E. coli aumentó con la 

adición de nisina antes de los tratamientos de HPP en la leche (García-Graells et al., 

1999) y en carne (Garriga et al., 2002). Steeg et al., (1999) estudiaron la inactivación 

sinérgica de algunas bacterias cuando se usó HPP en presencia de nisina a una 

temperatura de 10°C. El efecto de la nisina es mayor durante una reducción de la 

temperatura. Además, los datos de los que disponemos según diversos estudios 

mostraron un mayor nivel de inactivación 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 cárnicos y está aprobada 

por la FDA para la reducción de Listeria spp. (Nilsson et al., 1997). Kang et al., (2014) 

informaron en su investigación que 10 µg de nisina / g era la concentración más 
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efectiva contra L. monocytogenes cuando se inoculó en salmón ahumado. Es más, la 

nisina no tuvo efecto en el aspecto, color, aroma o características de textura del 

salmón del Atlántico (Han et al., 2016). 

4.3.2. Listeria 
 

Listeria monocytogenes es una bacteria psicrotrófica, y es considerada una importante 

preocupación 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 patógenos, la primera es la única 

especie de importancia para la salud pública ya que es un patógeno transmitido por los 

alimentos, mientras que la última no afecta a los humanos, siendo responsable del 

aborto en animales (Rocourt y Buchrieser, 2007). La incidencia de listeriosis varía entre 

2,4 y 4,8 por millón de personas en diferentes países (Autoridad Europea de Seguridad 

Alimentaria, EFSA 2016; Marder et al., 2017) y los síntomas más 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 preocupación importante para la 

industria alimentaria ya que en la Unión Europea, la listeriosis afectó a unas 2.200 

personas en 2015, causando 270 muertes, el número más alto jamás informado en la 

UE. Los brotes de listeriosis están relacionados con el consumo de productos lácteos, 

incluidos los productos pasteurizados (EFSA, 2016; Centros para el Control y la 

Prevención de Enfermedades, CDC, 2013). 

Según los estudios de Lado y Yousef (2007), las temperaturas superiores a 50ºC son 

letales para L. monocytogenes. Luego, la pasteurización eliminaría a Listeria, pero el 

patógeno 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, 

así como durante el proceso de fabricación de éste o en el posterior envasado. 

Además, en varias investigaciones se ha demostrado que L. monocytogenes puede 

sobrevivir durante largos períodos en plantas de producción de alimentos mediante la 

producción de biopelículas (Lado y Yousef, 2007; Cruz y Fletcher, 2012). Por ello 
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debemos tener muy en cuenta la contaminación 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 Nº 2073/2005 de la Comisión Europea 

exige que los operadores de alimentos demuestren que los alimentos listos para el 

consumo no superan el límite de 100 UFC/g de esta bacteria durante su vida útil 

(Comisión Europea, 2005). 

En las últimas dos décadas se ha puesto mucho empeño en optimizar y poner a punto 

el proceso comprendiendo así las cinéticas de inactivación de L. monocytogenes en 

alimentos procesados usando HPP (Bover-Cid et al., 2011; Chen, 2007b). Hay varios 

modelos predictivos disponibles para la inactivación 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 cárnicos (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 

demostró que la aplicación de HPP es un método eficaz para la inactivación de 

patógenos, 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 aparición de Listeria monocytogenes en las instalaciones de producción de 

alimentos, especialmente en la industria cárnica, 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 cárnicos con una vida útil relativamente larga, 

como las salchichas cocidas, el jamón 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 cárnicos tratados con HPP, 

como cortes de carne de cerdo y pollo, jamón entero y en lonchas, pavo, salchichas y 

chorizo, actualmente se encuentran en puntos de venta en España (Sun y Holley, 

2010). 
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4.4. Tratamiento en carnes 
En el sector cárnico, la aplicación de estos tratamientos está aumentando 

continuamente, en particular para mejorar la vida útil y la seguridad de los productos 

cocidos crudos y en rodajas (Khan et al., 2014). Cuando los productos cárnicos se 

almacenan en condiciones de refrigeración o microaerofílicas, como el envasado al 

vacío, las bacterias del ácido láctico muy a menudo predominan en el deterioro de la 

carne. Normalmente, el recuento inicial de bacterias del ácido láctico en productos 

cárnicos envasados al vacío 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 presión hidrostática, pudieron ver que la congelación-

descongelación bajo una presión de 100 MPa es el proceso más eficiente para la carne 

de cerdo, sin exudado, lo que reduce el tiempo de descongelación, la decoloración y el 

endurecimiento de la textura. Aunque aún no se sabe cómo serían los 

comportamientos de supervivencia que involucran a proteínas, grasas y otros 

ingredientes con HPP realizados a una presión (por ejemplo, de hasta 400 MPa) y baja 

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

El tratamiento a alta presión puede inducir la oxidación de lípidos en la carne, 

dependiendo del tiempo de procesamiento y especialmente del nivel de presión 

aplicado y el origen de la carne. La oxidación de lípidos inducida por el HPP en la carne 

se ha relacionado con una mayor accesibilidad del hierro de las hemoproteínas, la 

rotura de la membrana y la formación de radicales a alta presión (Bolumar et al., 

2016). El uso de antioxidantes naturales de plantas (por ejemplo, extractos de romero 

y ajo) en productos cárnicos se ha demostrado que minimiza la oxidación de lípidos 

inducida por la presión en varios productos cárnicos (Alves et al., 2012; Bolumar, et al., 

2016; Mariutti et al., 2008). Hay que tener en cuenta que los productos cárnicos son 

matrices complejas con diferentes propiedades físicas y composición química variada, 

los cuales influyen en la letalidad de los microorganismos durante el proceso de HPP. 

La combinación de los antimicrobianos naturales (por ejemplo, compuestos bioactivos 

de plantas) y los antioxidantes (compuestos fenólicos 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 cárnicos 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 más influida por el almacenamiento y 

la distribución posterior en lugar del tratamiento a alta presión (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 desnaturalización de las proteínas durante el tratamiento con HPP, como se ha 

dicho anteriormente, de ciertos alimentos con alto contenido de proteínas, pero los 

cambios resultantes en la funcionalidad física 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 desnaturalización de las 

proteínas puede ser reversible dependiendo de las condiciones del tratamiento 

(temperatura, tiempo y presión) y también del tipo de proteínas (Rastogi et al., 2007). 

Usando condiciones de HPP de 100–300 MPa, las proteínas generalmente, aunque no 

siempre, se desnaturalizan, disuelven o precipitan de manera reversible (Thakur y 

Nelson, 1998).  

6. Viabilidad económica del HPP 
 

El rendimiento del producto tiene una importancia económica muy elevada para los 

fabricantes de alimentos y el tratamiento con HPP en general proporciona un mayor 

rendimiento del producto alimenticio en comparación 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 máquina de alta presión a escala comercial cuesta entre $500,000 y $2.5 millones 

de dólares dependiendo de la capacidad del equipo y el alcance de la automatización. 

Los productos procesados con altas presiones hidrostáticas pueden costar algo más 
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que los productos procesados térmicamente. Con dos máquinas de HPP de 215 litros, 

que operan bajo las condiciones típicas de procesamiento de alimentos, se puede 

lograr un rendimiento de aproximadamente 20 millones de libras al año. Y por 

supuesto, mientras que crece la demanda de equipos de HPP, el coste de capital y el 

coste de operación continuarán disminuyendo (Ramaswamy et al., 2004).   

Según algunas estimaciones de la industria, tratar los alimentos a alta presión 

representa actualmente un mercado de $2 mil millones. América del Norte (EE.UU., 

Canadá y México), Europa (España, Italia, Portugal, Francia, Reino Unido y Alemania), 

Australia y Asia (Japón, China y Corea del Sur) lideran la comercialización de tecnología 

de alta presión. La producción total de estos productos crece constantemente 

(Hewson, 2008). En 2008, se estima que 200.000 toneladas métricas/año 

(aproximadamente 450 millones de libras/año) estarán 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 tecnología para una amplia 

variedad de productos cárnicos, los cuales están listos para comer y mínimamente 

procesados. Varios procesadores de mariscos, como Motivatit Seafoods, también han 

empleado HPP para mejorar la seguridad alimentaria y la vida útil de los mariscos. 

Otros segmentos del mercado que emplean tratamiento a presión incluyen zumos, 

bebidas y productos vegetales (Samson, 2008). 

OBJETIVOS 
 

Los objetivos de este trabajo fundamentalmente son determinar si los tratamientos a 

altas presiones hidrostáticas (300 MPa y 400 MPa) combinados, o no, con nisina son 

eficaces en la reducción de los microorganismos en la carne, y ver si son capaces 

también de eliminar patógenos como Listeria, en este caso se utiliza Listeria innocua 

para una simulación. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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 proteínas y tiene 

menos grasas que otras carnes, además 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 ahí se comenzó a masajear la carne para que soltara 

las sustancias necesarias para formar el extracto de carne que posteriormente sería 

utilizado en el estudio.  

Medios utilizados 
 

Medio TSA  
 

Es un medio general que permite el crecimiento y desarrollo óptimo de la mayoría de 

los microorganismos, incluyendo bacterias aerobias y anaerobias. En este medio, la 

tripteína y la peptona de soja aportan nutrientes ricos en péptidos, aminoácidos libres, 

bases púricas y pirimidínicas, 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 osmótico y el 

agar es un agente solidificante.  

 

Medio TSA g/l 

Tripteína 15 

Peptona de soja 5 

Cloruro de sodio 5 

Agar 15 

Tabla 1. Composición 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 mayoría de los microorganismos diferentes de las especies de Listeria presentes 

en la muestra. La diferenciación se basa mayormente en la hidrólisis de esculina y la 

fermentación 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 añadido 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. Composición 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 líquido 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 enzimáticos de caseína y harina de soja proporcionan 

aminoácidos y otras sustancias nitrogenadas complejas. La glucosa (dextrosa) sirve 

como fuente de energía. El cloruro sódico mantiene el equilibrio osmótico y el fosfato 

potásico dibásico actúa como tampón para controlar el pH. 

 

Medio TSB g/l 

Bacto Tryptone (digerido pancreático de caseína) 17 

Bacto Soytone (digerido péptico de harina de soja) 3 

Glucosa (dextrosa) 2,5 

Cloruro sódico 5 

Fosfato dipotásico de hidrógeno 2,5 

Tabla 3. Composición 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 osmótico. También puede utilizarse como diluyente de muestras en 

reemplazo de solución fisiológica y como medio base para fermentación de hidratos de 

carbono. 

 

Agua de Peptona g/l 

Peptona de carne 10 

Cloruro de sodio 5 

Tabla 4. Composición del medio de cultivo Agua de peptona 

Solución salina 
 

Es una solución estéril de cloruro de sodio al 0,9% (p/v) en agua. En microbiología se 

utiliza para diluir la concentración de células bacterianas con el fin de proporcionar 

una concentración más adecuada que nos permita un conteo en placa, analizar 

propiedades genéticas o metabólicas, lavar las células en preparación para su estudio o 

preparar inóculos normalizados. 

 

Con los medios TSA y PALCAM se realizó un número abundante de placas para 

nuestros posteriores ensayos. Con el Agua de Peptona se preparó un matraz con unos 

200 ml para tener suficiente y poder realizar una dilución con el extracto de carne. El 

medio TSB líquido es necesario para sembrar un cultivo overnight de Listeria innocua, 

por lo que preparamos alrededor de 60 ml que distribuimos en tubos. Y por último 800 

ml de Solución 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 utilizó. 



24 

 

 

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 patógeno. 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 antibiótico 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 dividió en dos tubos Falcon, a uno de ellos se le inoculó Listeria 

innocua al 1% (CT), tanto el que tenía Listeria como el que no se dividieron en 25 ml 

cada uno, y a uno de los que no tenía Listeria se le adicionó nisina (CN) al igual que a 

uno de los que tenía 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, C1 y C2 Sin Listeria y Nisina 

C3 y C4 Nisina 

Tc, T1 y T2 Listeria 

T3 y T4 Listeria+Nisina 

Tabla 5. La nomenclatura según el tipo de muestra  

Máquina 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 presión máxima de 700 MPa (7000 Bar). El equipo está compuesto de: 

 Canasta para muestras de 80 mm de diámetro × 50 cm de altura, donde 

podemos introducir las muestras para su tratamiento con alta presión. 

 Cilindro de presión de doble cara y de acero forjado en níquel, aquí 

encontramos la solución acuosa estabilizante. 

 Cámara de descompresión. 

 Bomba de precarga intensificadora Stansted TC10W-0812 y bomba electro-

hidráulica Stansted TC40H-1412. Fluido conductor de la bomba hidráulica 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 máquina y pueda ocasionar problemas. 

  El equipo trabaja a temperatura ambiente entre 23 y 27 ºC. 
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Imagen 7. Máquina de HPP de la Universidad de Jaén 

Tratamiento de altas presiones (HPP) 
 

Los criotubos también se dividieron según el tratamiento de altas presiones que iban a 

recibir y según las siembras en placa (medios TSA y PALCAM) de estos tratamientos 

que se realizarían los días posteriores para evaluar el crecimiento microbiano,  los días 

considerados serían 0, 3, 5 y 7. Por lo tanto tuvimos que rellenar 40 criotubos en total, 

10 para cada día con los diferentes tratamientos. Una vez que todos los criotubos se 

llenaron fueron separados según su tratamiento por alta presión y se envasaron al 

vacío 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 presión de 300 MPa y a las otras muestras seleccionadas para este 

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

máquina de altas presiones. 

 

Cc Control 

Tc Control con Listeria 

C1 300 MPa 

T1 300 MPa+Listeria 

C2 400 MPa 

T2 400 MPa+Listeria 

C3 300 MPa+Nisina 

T3 300 MPa+Listeria+Nisina 

C4 400 MPa+Nisina 

T4 400 MPa+Listeria+Nisina 

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

El primer día, justo después de los tratamientos se contabilizó como el día 0, ese día se 

sembraron diferentes diluciones de todas las muestras para los medios TSA y PALCAM, 

y así realizar un recuento general de microorganismos y detectar la presencia de 

Listeria innocua pasadas 24h. Los días 3, 5 y 7 se llevaron a cabo la misma 

metodología. 

Interpretación de los datos 
 

El número de colonias obtenidas por cada dilución se calcula como Unidades 

Formadoras de Colonias por ml con la siguiente fórmula: 

𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
=

𝑛º 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠

𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
 𝑥 10 𝑥 10 

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

placa para sembrar. 
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RESULTADOS 
Día 0  

El día 0 fue considerado el día que se realizó el tratamiento de altas presiones. Algunas 

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

diluciones fueron las siguientes: 

 

 

  

     

   

 

 

 

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

Imagen 11. Día 0, muestra inoculada con Listeria 

recuento en TSA, diluciones 3 y 4. Se observa 

crecimiento en la dilución 4. 

 

Imagen 12. Día 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 dilución 4. 

 

Imagen 13. Día 0, muestra inoculada con Listeria y con un tratamiento de 

HPP 300 MPa, recuento en TSA, observamos crecimiento en la dilución 4.  
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Tabla 7. Resultados del recuento total de placas del día 0 

 

Según la Tabla 7, podemos observar que encontramos crecimiento de 

microorganismos en los controles Cc y Tc (con Listeria), en Cc solo en el medio TSA y 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 demás tratamientos no encontramos 

crecimiento microbiano. 

 

 

Día 0   

Tratamiento TSA PALCAM 

Cc 4,6 x 106 0 

Tc 2,83 x 108 1,31 x 108 

C1 3 x 104 0 

T1 6,6 x 107 1,7 x 107 

C2 0 0 

T2 0 0 

C3 0 0 

T3 0 0 

C4 0 0 

T4 0 0 

Imagen 14. Día 0, muestra inoculada con Listeria y  

tratada con HPP a 300 MPa recuento en PALCAM, 

diluciones 3 y 4. Observamos crecimiento en ambas 

diluciones pero solo podemos contar la dilución 4. 
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Día 3  

Los resultados en imágenes según las diferentes siembras los 3 días posteriores al 

tratamiento de altas presiones fueron los siguientes: 

 

 

   

  

 

 

        

Imagen 15. Día 3, muestra Control (sin Listeria y sin adición 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. Día 3, muestra inoculada con Listeria, recuento 

en TSA, dilución 5. Se observa crecimiento.  

Imagen 17. Día 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 dilución 2 

 

Imagen 18. Día 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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Día 3   

Tratamiento TSA PALCAM 

Cc 2,53 x 107 0 

Tc 3 x 107 3 x 106 

C1 5 x 104 0 

T1 3 x 104 3 x 108 

C2 0 0 

T2 3 x 104 3 x 104 

C3 0 0 

T3 0 0 

C4 0 0 

T4 0 0 

 

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

Según 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 demás tratamientos no 

encontramos crecimiento microbiano. 

Imagen 19. Día 3, muestra control (C2), tratada a 400 

MPa de HPP  y muestra inoculada con Listeria (T2) en 

TSA y PALCAM, dilución 0 para todas las placas. 

Podemos observar crecimiento en todas menos en 

PALCAM de C2 
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Día 5  

Los resultados en imágenes según las diferentes siembras los 5 días posteriores al 

tratamiento de altas presiones fueron los siguientes: 

   

   

   

   

 

  

Imagen 20. Día 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 dilución 

4 de TSA. 

 

Imagen 21. Día 5, muestra inoculada con Listeria en 

TSA, dilución 6 con crecimiento microbiano. 

 

Imagen 22. Día 5, muestra inoculada con Listeria en 

medio PALCAM, dilución 5 con crecimiento 

 

Imagen 23. Día 5, muestra control, tratamiento a 300 

MPa de HPP en TSA, dilución 3 con crecimiento 

microbiano 

 

Imagen 24. Día 5, muestra inoculada con 

Listeria y tratamiento a 300 MPa, 

diluciones 3 y 4 en TSA.  
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Día 5   

Tratamiento TSA PALCAM 

Cc 4,7 x 107 0 

Tc 2,09 x 1010 3,5 x 108 

C1 4,1 x 106 0 

T1 1,41 x 108 6 x 107 

C2 0 0 

T2 3x 105 1,58 x 104 

C3 0 0 

T3 0 0 

C4 0 0 

T4 0 0 

 

Tabla 9. Resultados del recuento total de placas del día 5 

 

Imagen 25. Día 5, muestra inoculada con Listeria, 

tratamiento a 300 MPa, dilución 5 en Palcam con 

crecimiento microbiano 

 

Imagen 26. Día 5, muestra inoculada con Listeria y tratamiento 

a 400 MPa, en PALCAM, dilución 0 con crecimiento microbiano 

 



35 

 

 

Según 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 demás tratamientos no encontramos 

crecimiento microbiano. 

Día 7  

Algunos de los resultados en imágenes según las diferentes siembras los 5 días 

posteriores al tratamiento de altas presiones fueron los siguientes: 

   

   

   

Imagen 27. Día 7, muestra Control (sin Listeria y nisina) en TSA y 

PALCAM, diluciones 3 y 4 de TSA y dilución 0 de PALCAM Se 

observa crecimiento en las diluciones 3 y 4 de TSA, solo es 

contable la dilución 4 

 

Imagen 28. Día 7, muestra inoculada con Listeria en TSA y 

PALCAM, dilución 6 en TSA y diluciones 5 y 6 en PALCAM, se 

cuenta la dilución 6 

 

Imagen 29. Día 7, muestra inoculada con Listeria y  

tratamiento a 300 MPa  en TSA y PALCAM, diluciones 4 y 5 

para TSA y PALCAM, se cuenta en ambos medios la 

dilución 5 
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Día 7   

Tratamiento TSA PALCAM 

Cc 3,9 x 107 0 

Tc 1,9 x 109 8 x 108 

C1 4,8 x 107 0 

T1 1,44 x 109 2,3 x 108 

C2 2,61 x 106 0 

T2 2,235 x 106 1,925 x 105 

C3 0 0 

T3 1,86 x 106 1,55 x 105 

C4 0 0 

T4 0 0 

 

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

Según la Tabla 10, encontramos crecimiento de microorganismos en los controles Cc y 

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. Además, en el tratamiento combinado de 

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

crecimiento. En los demás tratamientos no encontramos crecimiento microbiano. 

Imagen 30. Día 7, muestra 

inoculada con Listeria y  

tratamiento a 400 MPa en TSA y 

PALCAM, diluciones 1 y 2 en TSA 

y 0 en PALCAM, solo hay 

crecimiento en la dilución 1 de 

TSA 
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Comparación de los tratamientos a lo largo de los días en medio TSA Y PALCAM 

 

 

Gráfica 1. Crecimiento total de microorganismos durante todos los días según tratamientos en 

el medio TSA 

 

Según la Gráfica 1 observamos los siguientes datos: 

Cc (Control): Del día 0 al día 5 vemos que existe un crecimiento de microorganismos y 

en el día 7 las UFC/ml apenas descienden, podríamos decir que se mantienen con el 

día 5. 

Tc (muestra con Listeria): Aquí observamos que del día 0 al día 3 desciende el número 

de UFC/ml, el día 5 vuelve a aumentar el crecimiento de microorganismos y el día 7 

desciende de nuevo. 

C1 (Tratamiento  a 300 MPa): Podemos ver que del día 0 al día 7 hay un crecimiento 

progresivo de los microorganismos. 

T1 (muestra con Listeria y Tratamiento a 300 MPa): El día 3 las UFC/ml sufren un 

acusado descenso respecto al día 0 y en los días 5 y 7 observamos gran crecimiento de 

los microorganismos respecto al día 3. 

C2 (Tratamiento a 400  MPa): No encontramos crecimiento microbiano hasta el día 7. 
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T2 (muestra con Listeria y Tratamiento a 400 MPa): Hasta el día 3 no hay crecimiento 

microbiano, en los días 5 y 7 vemos un crecimiento progresivo de las UFC/ml respecto 

al día 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 día 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. 

 

 

Gráfica 2. Crecimiento total de microorganismos durante todos los días según tratamientos en 

el medio PALCAM 

Según la Gráfica 2 observamos los siguientes datos: 

Tc (muestra con Listeria): Del día 0 al día 3 observamos un descenso de las UFC/ml 

mientras que los días 5 y 7 presentan un aumento de las Listerias mayor que el día 0 

sucesivamente. 
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T1 (muestra con Listeria y tratamiento HPP 300 MPa): Hay un crecimiento del número 

de Listerias del día 0 al día 3, posteriormente el día 5 observamos un descenso de éstas 

y en el día 7 nuevamente un aumento del número de UFC/ml. 

T2 (muestra con Listeria y HPP 400 MPa): El día 0 no vemos Listeria en las placas, sin 

embargo, en el día 3 ya podemos observar crecimiento, que se mantiene con el día 5 y 

aumenta con el día 7. 

T3 (muestra con Listeria y tratamiento combinado de HPP 300 MPa y nisina): Solo 

encontramos crecimiento el día 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 añadido a la gráfica ya que al no estar 

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

 

 

DISCUSIÓN 
De acuerdo con los resultados hallados en otros estudios, después del tratamiento de 

altas presiones se reduce la población 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 (García-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 ningún tipo de 

tratamiento podemos ver como del día 0 al 5 hay un crecimiento progresivo debido al 

deterioro del alimento, hasta que en el día 7 se estabiliza el número de 

microorganismos y comienza a disminuir. Cuando el alimento es inoculado con Listeria 

observamos que respecto a Cc hay mayor número de (UFC/ml), esto probablemente se 

deba a que además de los microorganismos que normalmente encontramos en la 

carne hemos inoculado Listeria, al igual que en Cc el día 5 alcanza el mayor número de 
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microorganismos y a partir de ahí el número de microorganismos se estabiliza y va 

reduciéndose (día 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 C1 pero con Listeria inoculada, hay un mayor número de 

microorganismos  por lo que podemos ver que aparece un cambio respecto a C1, sin 

embargo el día 3 el número de microorganismos desciende, posiblemente pueda 

deberse a que este  tratamiento ha sido más efectivo a los 3 días. En general el 

alimento tratado con una presión 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 día 7 

y si inoculamos Listeria (T2) vemos que solo es efectivo el día 0, seguramente Listeria 

sea más resistente a las altas presiones. Por lo tanto se puede decir que esta presión 

tampoco es efectiva pero se consigue eliminar mayor número de microorganismos que 

a 300 MPa.  

Cuando a una presión de 300 MPa le incorporamos un tratamiento con nisina vemos 

que en el caso de C3 elimina todos los microorganismos, al menos, no se observa 

crecimiento a lo largo de los días (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). Según el estudio de Lebow et al., (2017), la aplicación combinada 

de nisina (10 µg / g) y alta presión a 600 MPa en salmón ahumado tuvo mucho éxito, 

reduciendo L. innocua significativamente. 

La cantidad de presión ejercida y el tiempo del tratamiento de HPP consigue la 

reducción 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 presión 

aplicada es muy importante, la aplicación de tratamientos a 500 MPa y especialmente 

a 600 MPa sería eficaz para eliminar al microorganismo más resistente a un nivel que 
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no debería 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 inoculó Listeria, eso quiere decir que 

en la microbiota original de la carne no había 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 número 

de microorganismos en el día 3 y una posterior subida en el día 5, en general son datos 

muy similares.  

A 300 MPa (T1) empezamos a encontrar diferencias con el medio TSA, ya que 

observamos que del día 0 al día 3 hay crecimiento microbiano, y sin embargo en TSA 

decayó el crecimiento. Pasado el día 3, vemos que vuelve a decaer levemente el 

crecimiento y en el día 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 número de (UFC/ml) es muy parecido al que aparece en el 

medio TSA, en ambos el día 0 no presenta crecimiento microbiano y hasta el día 3 no 

hay microorganismos. Los datos del día 3 en TSA y PALCAM son similares, pero en 

PALCAM hay un pequeño descenso de los microorganismos a diferencia de lo que 

ocurre en TSA, y además el día 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 días.  

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 número de UFC/ml, y en ambos 

casos hasta el día 7 no hay crecimiento microbiano, esto quiere decir que el 

tratamiento combinado de nisina y HPP de 300 MPa es bastante efectivo los primeros 

días 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 días, es decir, este tratamiento resulta ser el más eficaz de todos. 

En general podemos decir que existen muchas similitudes en los datos obtenidos en 

TSA Y PALCAM y la mayor diferencia es que el número de UFC/ml varía, en PALCAM 

encontramos un menor número de microorganismos respecto a TSA (en las muestras 

inoculadas con Listeria T1,T2 y T3), lo cual es lógico, 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 número de (UFC/ml) 

de Listeria es mucho más 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 único 

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 más eficaces para su completa eliminación y aumento del periodo de vida 

útil 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 comparó la recuperación de todas las bacterias a lo largo 

de los días y se pudo observar que S. aureus fue más resistente que los otros 

microorganismos, seguido de L. monocytogenes, lo cual puede indicar que las bacterias 

Gram-positivas son más 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 días 

aparece crecimiento microbiano en ambos medios. 

2. El tratamiento de HPP a 400 MPa durante 5 minutos tampoco es eficaz aunque elimina mayor 

número 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 útil 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 patógeno por completo y 

aumentar la vida útil del alimento.  
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