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RESUMEN  

Ese trabajo de fin de master presenta la investigación que evaluó el efecto de las altas 

presiones hidrostáticas para inactivación de diferentes cepas de Listeria monocytogenes 

en queso de mezcla pasteurizado. Se estudiaron 12 cepas que fueron separadamente 

inoculadas en queso de mezcla pasteurizado y en seguida sometidos a tratamiento por 

altas presiones hidrostáticas en las condiciones de 600 MPa de presión durante los 

tiempos de 1, 3, 5 y 10 minutos. Las inactivaciones variaron entre 1,25 y 6,49 log UFC/g. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, fueron seleccionadas como cepas más 

resistentes los aislados de la colección del Laboratorio de Biología Molecular y 

Microbiología LBMM 1175, LBMM 1178, LBMM 1289 y LBMM 1291 y se puede 

recomendar el tratamiento a 600 MPa en 5 minutos para la efectiva inactivación de 

Listeria monocytogenes en el queso de mezcla pasteurizado. 

 

ABSTRACT 

This master 's work presents the research that evaluated the effect of high pressure 

processing (HPP) for inactivation of different strains of Listeria monocytogenes in 

pasteurized cheese. We studied 12 strains that were separately inoculated in 

pasteurized cheese and then subjected to high hydrostatic pressure treatment under the 

conditions of 600 MPa of pressure during the times of 1, 3, 5 and 10 minutes. The 

inactivations will vary between 1.25 and 6.49 log CFU / g. Taking into account the results 

obtained, the most resistant strains LBMM 1175, LBMM 1178, LBMM 1289 and LBMM 

1291 were selected and the treatment at 600 MPa in 5 minutes could be recommended 

for the effective inactivation of Listeria monocytogenes in the pasteurized cheese. 
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1. INTRODUCCIÓN 

De acuerdo con el Real Decreto 1113/2006, el queso de mezcla pasteurizado es el 

producto obtenido de la mezcla de leche pasteurizado de dos o más especies, ese 

producto debe satisfacer a los criterios microbiológicos del Reglamento 2073/2005 

modificado por el Reglamento 1441/2007, este establece que el producto que no puede 

favorecer el crecimiento de Listeria monocytogenes, deberá presentarse dentro del 

límite máximo de 100 UFC/g durante su vida útil, mientras en Los Estados Unidos no se 

admite su presencia en los productos listos para consumo.  

Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo, que no forma esporas y produce la 

enfermedad denominada listeriosis, una de las principales enfermedades transmitidas 

por los alimentos, con una de las tasas más altas de mortalidad (30%) (EFSA, 2015). 

Frecuentemente presente en el medio ambiente, en el suelo, la vegetación y las heces 

de los animales, tiene mayor capacidad de crecer o sobrevivir en un ambiente 

refrigerado en comparación con la mayoría de los otros microorganismos, lo que hace 

de L. monocytogenes un reto importante en la producción de alimentos, especialmente 

el caso de los alimentos listos para el consumo (CDC, 2015).  

El serotipado es potencialmente útil para definir subtipos y grupos clonales de L. 

monocytogenes. Los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b son responsables del 96 - 98% de los 

casos de listeriosis humana, siendo el 4b el principal responsable de brotes de listeriosis, 

mientras que el 4a y 4c son raramente asociados a brotes de la enfermedad 

(WIEDMANN et al., 1996; LIANOU et al., 2013). Los factores de virulencia de Listeria 

son los genes Inl A, inlC e inl J, que se relacionan con la producción de internalina 

(proteína responsable de la adhesión celular), es decir, las cepas con estos genes serán 

más virulentas que aquellas que no los poseen (DONGYOU et al., 2007). 

Algunos investigadores propusieron la agrupación de cepas de L. monocytogenes en 

tres linajes distintos, basándose en características obtenidas por el ribotipado y el 

polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricción de los genes de virulencia hly, 

inlA y actA, combinados con el origen de los aislados (humano o animal) y sus serotipos, 

resulta que el linaje I agrupó las cepas implicadas en brotes de listeriosis (1/2b, 3b, 4b, 

4d y 4e) las que deberían ser consideradas de importancia para la salud pública 
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(WIEDMANN et al., 1997), pero en países con sistemas de vigilancia actuantes todas 

las cepas de L. monocytogenes se consideran igualmente patogénicas, ya que faltan 

marcadores fenotípicos y/o genotípicos para la determinación de la virulencia 

(JACQUET, et al., 2004).  

El tratamiento por Altas Presiones Hidrostáticas (del inglés High Pressure Processing – 

HPP) ha sido demostrado como un método eficaz para la inactivación de patógenos, 

tales como L. monocytogenes y organismos deteriorados bajo condiciones de 

temperatura ambiente, en una variedad de productos alimenticios tales como carnes y 

mariscos, además de alimentos listos para el consumo como guacamole, salsa, fruta, 

jugos, y quesos (SANDRA et al., 2004; RASTOGI et al., 2007; HEREU et al., 2012), 

especialmente el queso, que posee alto contenido de grasa y sal, constituye una de las 

matrices de interés para la inactivación por HPP (GEORGET et al., 2015). La aplicación 

de presión a una muestra a través de un fluido presurizado a través de HPP se demostró 

por primera vez en 1914 en frutas por Bert Hite quien había diseñado en 1899 la primera 

unidad de alta presión y en 1990 surge el primer producto comercializado con el uso de 

altas presiones en Japón 

TAY et al. (2003) investigaron la resistencia de nueve cepas de L. monocytogenes y una 

cepa de L. innocua a la presión y demostraron una variabilidad significativa entre las 

cepas, con la disminución en el log UFC/ml durante el tratamiento de presión de 1,4 a 

4,3 a 400MPa y de 3,9 a más de 8,0 a 500 MPa. CHEN et al. (2009) examinaron la 

tolerancia a la presión de 100 MPa en 30 cepas de L. monocytogenes, y obtuvieron 

reducciones que van de 1,9 a 7,1 log UFC/ml.  

Por eso la selección de la cepa es una decisión de vital importancia al diseñar y realizar 

estudios con el reto de evaluar el comportamiento de patógenos bacterianos en 

productos alimenticios o en sistemas simulando ambientes relacionados con alimentos 

(LIANOU & KOUTSOUMANIS, 2013). Otro parámetro que debe tenerse en cuenta al 

caracterizar y seleccionar las cepas es el origen de su aislamiento y su fuente, más 

específicamente, la investigación sobre un tipo específico de producto alimenticio que 

puede incluir aislamientos del producto específico y de su entorno de procesamiento 

(SCOTT et al., 2005). 
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La mayoría de los casos de listeriosis reportados por el Centro Europeo para la 

Prevención y el Control de las Enfermedades (European Centre for Disease Prevention 

and Control - ECDC) en 2014 fueron en personas mayores de 64 años, especialmente 

varones, pero se considera los grupos de riesgo además de las personas de edad 

avanzada, las personas inmunodeprimidas, así como las mujeres embarazadas y los 

lactantes. Se ha constatado que la tasa de casos de listeriosis ha ido en aumento en la 

UE en los últimos años lo que es preocupante y requiere más atención a la prevención 

y control de la enfermedad.  

Los quesos son los productos lácteos con los que tradicionalmente se ha asociado la 

aparición de brotes de listeriosis, uno de los que ocurrió en la Unión Europea, en 2011 

(11 casos de listeriosis, con 4 muertes), el alimento identificado como causante fue 

queso de elaboración casera, aunque sin información sobre el tratamiento térmico o 

sobre cualquier proceso de curación del queso (EFSA/ECDC, 2013). 

Como se ha dicho anteriormente, una de las tecnologías alternativas actuales para 

obtener alimentos seguros son las altas presiones hidrostáticas - HPP, que es capaz de 

inactivar enzimas y destruir los microorganismos patógenos sin causar una pérdida 

sensorial y/o nutricional significativa en los alimentos (BUCKOW, et al., 2009; DARYAEI 

& BALASUBRAMANIAN, 2012; TAO et al., 2014), aunque la estructura de moléculas de 

alto peso molecular tales como proteínas y carbohidratos pueda ser alterada, las 

moléculas más pequeñas tales como compuestos volátiles, pigmentos, vitaminas y otros 

compuestos relacionados aspectos nutricionales y de promoción de la salud son menos 

afectados (MUJICA-PAZ et al., 2011) y por eso recibe una gran atención en las 

industrias de alimentos, recientemente, aunque la primera investigación utilizando ese 

proceso para la preservación de la leche date a finales del siglo XIX en los Estados 

Unidos (HITE, 1899).  

Actualmente, el tratamiento por HPP funciona por sistemas discontinuos, por lotes, los 

alimentos deben estar en envase flexible o semi-flexible, lo cual se coloca en una 

cámara y se sumerge en agua o algún otro fluido de presurización, para sufrir presión 

durante un tiempo de 1 a 20 minutos, a temperatura controlada, al final la cámara se 

despresuriza y se retira el producto (HOGAN et al., 2005; BALASUBRAMANIAM et al., 

2015). 
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Existen dos principios científicos relevantes para revelar como actúa las altas presiones 

en los alimentos, uno es el principio de Le Chatelier, que se aplica a todos los procesos 

físicos y afirma que cuando el equilibrio de un sistema es perturbado, el sistema 

responde de una manera que tiende a minimizar la perturbación, o sea, la alta presión 

estimula reacciones que resultan en una disminución en el volumen, por ejemplo, 

transición de fase, cambio en la configuración molecular, reacción química que se 

acompaña de una disminución del volumen se potenciará mediante la presión. 

Otro es el principio isostática (Ley de Pascal) que establece que la presión se transmite 

instantánea y uniformemente a través de una muestra bajo presión, si la muestra está 

en contacto directo con el medio de presión o herméticamente sellada en un recipiente 

flexible que transmite presión (TRUJILLO et al., 2000; NORTON & SUN, 2008), es decir, 

la presión producida en la cámara de tratamiento es rápida y uniformemente transferida 

al producto alimenticio y no se ve afectada por el tamaño del producto o su forma 

externa, de manera que todas las partes del producto reciben la misma presión 

(RASTOGI et al., 2007; MUJICA-PAZ et al., 2011). 

Sobre los efectos en los microrganismos, en la literatura hay registros de que 50 MPa 

de presión pueden inhibir la síntesis de proteínas y reducir el número de ribosomas, 100 

MPa puede inducir una desnaturalización parcial de la proteína, y 200 MPa causa daño 

a la membrana celular ya la estructura celular interna, mientras que a partir de 300 MPa 

ocurre desnaturalización irreversible de enzimas y proteínas, lo que provoca la ruptura 

de la membrana celular y la excreción de sustancias internas, o sea la muerte bacteriana 

(ABE, 2007).  

Los efectos que tiene la alta presión sobre las proteínas están relacionados con la 

ruptura de los enlaces no covalentes en las moléculas de proteínas, en general, la alta 

presión no tiene efecto sobre las estructuras primarias, hay pocos efectos sobre las 

estructuras secundarias y efectos significativos sobre las estructuras terciarias y 

cuaternarias de la proteína. El grado de desnaturalización se basa en el tipo de proteína, 

la magnitud de la presión y el tiempo de interacción, entre 100 y 300 MPa la reacción es 

reversible, ya cuando la presión es superior a 300 MPa, la reacción es irreversible 

(YALDAGARD et al., 2008). 
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En los Estados Unidos está establecido (por directiva del FSIS - Food Safety and 

Ispection Service) que el establecimiento que utiliza el HPP cómo tratamiento posletal 

para reducir o eliminar la L. monocytogenes en su producto debe tener en cuenta 

determinados criterios científicos al validar la eficacia de su proceso de HPP en cuanto 

a la eliminación y la reducción del peligro biológico específico para la inocuidad de los 

alimentos hasta un nivel aceptable. En el caso de establecimiento que realiza el 

reprocesamiento de un producto listo para consumo contaminado por L monocytogenes 

debe lograr una reducción mínima de 5 log (USD, 2012). Es decir, ese límite establecido 

para un producto alterado puede ser tomado como referencia de máxima exigencia de 

seguridad en se tratando un alimento dicho normal (no adulterado). 

2 OBJETIVOS 

El objetivo principal es investigar la variabilidad de inactivación de diferentes cepas de 

Listeria monocytogenes en queso de mezcla pasteurizado semicurado frente al 

tratamiento por altas presiones hidrostáticas. 

Los objetivos generales desarrollados para cumplir el objetivo principal son: aislar y 

cultivar 12 cepas distintas de L. monocytogenes; contaminar el queso; tratar el queso 

contaminado con altas presiones a diferentes tiempos; evaluar la inactivación de las 

cepas; identificar la cepa más resistente a los tratamientos empleados; establecer las 

condiciones ideales de tiempo y presión para la inactivación de la(s) cepa(s) más 

resistentes al tratamiento por altas presiones hidrostáticas. 

 

3 MATERIALES Y MÉTODOS 

La investigación fue conducida durante 6 ensayos, dirigidos para establecer la eficacia 

del tratamiento de HHP sobre la contaminación artificial del queso. 
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3.1 Cepas  

Se utilizaron 12 cepas de Listeria monocytogenes (Tabla 1) proporcionadas por el 

Instituto Tecnológico Agrario de Castilla y León (ITACyL), que forman parte de la 

colección de aislados del Laboratorio de Biología Molecular y Microbiología, que fueron 

aisladas de quesos de una industria quesera que por motivos de confidencialidad no se 

menciona. Los cultivos stock se conservaron a -80 ºC en una solución de glicerol. 

 

Tabla 1. Características de las cepas de L. monocytogenes empleadas en este estudio. 

Cepa Serogrupo Origen 

LBMM 1109 1/2c Empresa 

LBMM 1163 1/2a Empresa 

LBMM 1172 4b Empresa 

LBMM 1175 1/2a Empresa 

LBMM 1178 4b Empresa 

LBMM 1181 4b Empresa 

LBMM 1187 4b Empresa 

LBMM 1289  Empresa 

LBMM 1290  Empresa 

LBMM 1291  Empresa 

LBMM 1294  Empresa 

LBMM 1371 1/2b Empresa 

 

3.2 Queso 

En el estudio se utilizó queso de mezcla pasteurizado procedente de un solo productor. 

 

3.3 Preparo del Inóculo 

A partir de los cultivos stock, se prepararon los inóculos de cada una de las cepas, se 

aisló cada cepa empleando un asa de siembra de 10 μl en placas de Chromogenic 

Listeria Agar - ALOA (OXOID) y se incubó durante 48 a 72 horas a 37ºC. Seguidamente 
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se transfirieron las colonias aisladas con asas estériles de las placas de ALOA a tubos 

con 5 ml de Brain Heart Infusion - BHI (BD BIOSCIENCES) y se cultivó durante 16 a 18 

horas a 37ºC, después fueron conservados a 4ºC hasta su utilización. 

3.4 Recuento del Inóculo 

Se realizó un recuento inicial de la concentración del cultivo 24 horas antes del ensayo, 

a partir de la siembra de 0,1 ml de las diluciones 10-5, 10-6, 10-7 del inóculo en superficie 

en Brain Heart Infusión Agar - BHIA, incubado a 37ºC. La concentración del inóculo era 

ajustada a 2,5x108 UFC/ml (para contaminar 25 g de queso con 0,1 ml de inóculo).  

3.5 Plan de ensayos 

Los ensayos fueron planeados de forma a ejecutar el estudio de 2 cepas a la vez, 

preparándose las muestras para ser sometidas a los cuatro tratamientos definidos 

(Tabla 2), con tres replicas (más una reserva) y más dos controles, por ejemplo: Ensayo 

1 (Tabla 4) con las cepas LBMM1109 y LBMM1163, cada cepa debe tener los 

tratamientos T1, T2, T3 y T4, cada uno con sus réplicas más reserva; más los controles 

C1 y C2, cada uno con sus 3 réplicas y reserva (las muestras reserva eran para el caso 

de ocurrir algún problema con alguna de las 3 réplicas y tener una muestra para 

sustituir). 

Tabla 2. Los parámetros de tratamiento de los ensayos. 

Tratamientos Presión (Mpa) Tiempo (minutos) 

T1 600 1 

T2 600 3 

T3 600 5 

T4 600 10 

C1: Porciones de queso inoculadas no sometidas a tratamiento. Control para determinar 

el recuento real, teniendo en cuenta la matriz (Control Matriz/Inóculo), analizada el día 

del tratamiento por HPP.  
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C2: Porciones de queso inoculadas no sometidas a tratamiento. Control para determinar 

el recuento real, que se analiza en el momento de hacer los recuentos después del 

tratamiento HPP. 

Tabla 3. Plan de ensayos. 

Ensayos Cepas Tratamientos 

1 

1109 

T1.1 T2.1 T3.1 T4.1 

T1.2 T2.2 T3.2 T4.2 

T1.3 T2.3 T3.3 T4.3 

T1 Reserva T2 Reserva T3 Reserva T4 Reserva 

Controles 
1109 

C1.1 C1.2 C1.3 - 

C2.1 C2.2 C2.3 - 

1163 

T1.1 T2.1 T3.1 T4.1 

T1.2 T2.2 T3.2 T4.2 

T1.3 T2.3 T3.3 T4.3 

T1 Reserva T2 Reserva T3 Reserva T4 Reserva 

Controles 
1163 

C1.1 C1.2 C1.3 - 

C2.1 C2.2 C2.3 - 

 

3.6 Preparo de Muestras: Contaminación Artificial / Inoculación y Envase  

El queso fue lonchado y colocado en bolsas de envasado en porciones de 25 g (tomando 

al menos 2 lonchas) para hacer sándwich. Para realizar la contaminación artificial, fue 

inoculado 0,1 ml del inóculo preparado entre dos lonchas de queso intentando situarlo 

en cinco puntos diferentes, dejando reposar las muestras (manteniendo las muestras 

tumbadas) unos 5 minutos hasta el envase a vacío. 

Las muestras fueron envasadas en bolsas de polipropileno, con triple protección (para 

asegurarse de no contaminar el equipo por rotura del envase), en el envase primario 

contenía las lonchas contaminadas, en el segundo envase contenía las bolsas con las 

tres réplicas y el tercero envase contenía las bolsas deberían sufrir el mismo tratamiento. 

Al final teníamos 4 bolsas (una referente a cada tratamiento). 
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3.7 Tratamiento con Altas Presiones Hidrostáticas (HHP) 

El tratamiento a altas presiones fue realizado inmediatamente después de la 

inoculación, empleando el equipo Hiperbaric 135 (Hiperbaric S.A., Burgos) fijando una 

temperatura de procesado de 10ºC, utilizando la presión de 600 MPa a diferentes 

tiempos (1, 3, 5 y 10 minutos).  

Cada bolsa referente a cada tratamiento era colocada individualmente en el equipo 

(Figura 1) y era realizado el ciclo de tiempo y presión determinado para cada 

tratamiento. El tiempo de tratamiento de mantenimiento de la presión en este estudio no 

incluyó el tiempo de aumento de presión o el tiempo de descompresión, bien como se 

consideró insignificante la contribución del cambio de temperatura a la destrucción de 

microorganismos por HHP. 

 

Figura 1. Equipo utilizado en los experimentos (Hiperbaric 135) (ITACyL). 

En el equipo se produce un aumento de la presión hasta que llega a la presión 

determinada para el tratamiento, en la cual se mantiene el tiempo fijado y finalmente 

despresuriza muy rápidamente, cómo ilustrado en la Figura 2. Después de tratadas, las 

muestras fueron conservadas a una temperatura de 4ºC hasta la realización la detección 

de células supervivientes de L. monocytogenes en un plazo máximo de 24 horas 

después del tratamiento. 

Durante el procesamiento de HPP se produce una variación de temperatura durante el 

período de compresión (calentamiento de hasta ± 3 ° C por cada 100 MPa) y 

descompresión (enfriamiento) del equipo en el fluido y del producto que se está 
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procesando, fenómeno conocido como calentamiento o enfriamiento adiabático 

(KNORR, 1993), pero esa pequeña variación de temperatura no suele ser considerada 

cómo siendo una variable de influencia del proceso, así que fue desconsiderada en esa 

investigación. 

 

Figura 2. Gráfica de Tratamiento T1, 6000 Bares (1 atmósfera= 1.013 bares = 0.1 Mega 

Pascales) por 60 segundos (pantalla del equipo). 

 

3.8 Análisis Microbiológico / Recuento de L. Monocytogenes 

Cada muestra envasada al vacío fue abierta después de la esterilización de la superficie 

del embalaje con etanol, y conteniendo ya aproximadamente 25 g, fue diluida en 

aproximadamente 250 ml (dilución 10-1) en Agua de Peptona (MERK) siguiendo todo el 

procedimiento del método de análisis según la norma UNE-EN ISO 11290-

1:1997/A1:2005 Método horizontal para la detección y el recuento de Listeria 
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monocytogenes. Parte 1: Método de detección. Modificación 1: Modificación del medio 

de aislamiento y de la prueba de la hemólisis e inclusión de los datos de precisión (ISO, 

2004). 

Para el análisis microbiológico por recuento en placas, fueron sembradas diluciones    

10-1, 10-2 y 10-3 (1 mL en 2 placas) para cada muestra, es decir, 1 cepa x 4 tratamientos 

x 3 réplicas x 3 diluciones x 2 placas de cada dilución = 72 placas de las muestras 

tratadas, además de los 2 controles x 3 réplicas x 3 diluciones x 2 placas para cada 

dilución = 36 placas de control, sumando un total de 108 placas de recuento para cada 

cepa estudiada. Todas las placas se incubaron a 37 ° C durante 48 h y para la 

enumeración de L. monocytogenes las colonias típicas se contaron manualmente. 

Para expresar los recuentos como logaritmos de unidades formadoras de colonia (log 

UFC/g) se empleó la siguiente fórmula: 

 

 

 

N: número de microorganismos por gramo ou mililitro. 
∑c: Suma de las colonias de microrganismos de todas las placas selecionadas para el 
recuento. 
V: Columen de inóculo aplicado a cada placa. 
n1: número de placas selecionadas em la primeira dilución retenida para el recuento. 
n2: número de placas selecionadas em la segunda dilución retenida para el recuento 
d: tasa de dilución correspondiente a la primera dilución seleccionada. 
 

3.9 Análisis Estadístico 

Los experimentos fueron conducidos con 3 repeticiones y fueron calculados las medias 

y desvíos patrón en el software Excel 2016. Algunos resultados estuvieron por debajo 

del límite de detección, es decir, recuento <10 UFC/g, es decir, menor que 1 log, 

imposibilitando los cálculos de Medias (M) y desvíos patrón (SD) en el primero momento.  

Para realizar análisis estadístico fue considerado un valor de log UFC/g de 0,5 para eses 

recuento que resultaron en <10 UFC/g y los datos fueron estadísticamente evaluados 

𝑁 =
∑𝑐

𝑉(𝑛1 + 0,1𝑛2)𝑑
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en el software Statgrafics Centurion XVII, utilizando un análisis de varianza de los 

factores (cepa y tratamiento) para los resultados de recuentos logarítmicos de Listeria.  

En la etapa de verificación del efecto de diferentes tiempos, la misma presión, sobre los 

microorganismos, fueron consideradas como factores o variables independientes las 

distintas cepas y los distintos tiempos de tratamientos de HPP mientras la variable 

dependiente son los valores registrados de log UFC de Listeria. 

Se realizó varias pruebas y gráficas para determinar que los factores tienen un efecto 

estadísticamente significativo sobre los recuentos de listeria, también se evaluó la 

significancia de las interacciones entre los factores.  

 

4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Se realizó el estudio para determinar la combinación óptima de tiempo y presión para 

inactivar una concentración inicial entre 6-7 log UFC/g de L. monocytogenes en queso 

de mezcla pasteurizado. La presión de trabajo fue de 600 MPa y los tiempos de 1, 3, 5 

y 10 minutos. Los resultados demostraron la efectiva reducción (entre 5 a 6 log UFC/g 

de L. monocytogenes) en por lo menos uno de los 4 tratamientos, resultado similar 

obtenido previamente para diferentes tipos de alimentos, tales como guacamole, salsa, 

jugos de frutas, carnes, mariscos y queso (SANDRA et al., 2004, RASTOGI et al., 2007). 

En ese estudio las cepas más resistentes tuvieran una reducción de por lo menos 4.3 

log UFC/g de L. monocytogenes. 

Como mencionado anteriormente, en los análisis de detección y recuento algunas 

placas presentaran como resultado un contaje menor que 10 UFC/g, así que no fue 

posible hacer el cálculo de medias y desvío patrón pues presentó resultado abajo del 

límite de detección de 10 UFC/g y están representados con un asterisco (*) en la Tabla 

4. 

En la Tabla 4 se presentan los resultados de los ensayos con los recuentos en UFC/g y 

log UFC/g, así como las medias y desvíos patrón entre las réplicas. La identificación de 

las muestras está hecha por cepas y por tratamientos, los quesos sin tratamiento (T0), 
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las muestras tratadas a 600 MPa de presión en los tiempos de 1 (T1), 3 (T2), 5 (T3) y 

10 (T4) minutos. 

Tabla 4. Resultados de los ensayos. 

CEPA LBMM 1109 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
CFU/g 

log 
UFC/g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 8,2E+05 5,91 9,0E+05 5,95 1,8E+05 5,26 5,71 0,39 

Control T1-T4 5,9E+05 5,77 7,5E+05 5,88 5,4E+05 5,73 5,79 0,07 

T1 1,6E+03 3,20 2,3E+02 2,36 4,7E+02 2,67 2,75 0,43 

T2 < 10 < 1 < 10 < 1 1,3E+02 2,11 * * 

T3 6,0E+02 2,78 1,8E+02 2,26 < 10 < 1 * * 

T4 3,4E+02 2,53 2,0E+02 2,30 1,0E+01 1,00 1,94 0,83 

CEPA LBMM  1163 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 4,1E+06 6,61 5,0E+06 6,70 3,8E+06 6,58 6,63 0,06 

Control T1-T4 4,5E+03 3,65 3,8E+06 6,58 2,5E+06 6,40 5,54 1,64 

T1 8,3E+04 4,92 3,4E+04 4,53 2,7E+03 3,43 4,29 0,77 

T2 1,4E+03 3,15 3,9E+03 3,59 2,2E+04 4,34 3,69 0,60 

T3 3,5E+02 2,54 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

T4 3,0E+01 1,48 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

CEPA LBMM  1172 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 1,0E+07 7,00 5,3E+06 6,72 * * 6,86 0,19 

Control T1-T2 4,7E+06 6,67 5,3E+06 6,72 4,2E+06 6,62 6,67 0,05 

T1 4,5E+02 2,65 3,0E+02 2,48 4,5E+02 2,65 2,59 0,10 

T2 1,2E+03 3,08 1,0E+01 < 1 5,0E+01 1,70 2,39 0,98 

T3 5,0E+01 1,70 1,0E+01 1,00 4,5E+01 1,65 1,45 0,39 

T4 2,0E+01 1,30 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

CEPA LBMM  1175 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 6,7E+06 6,83 5,9E+06 6,77 1,0E+07 7,00 6,87 0,12 

Control T1-T4 3,3E+06 6,52 4,7E+06 6,67 6,1E+06 6,79 6,66 0,13 
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T1 2,9E+03 3,46 1,7E+03 3,23 1,5E+04 4,18 3,62 0,49 

T2 1,3E+03 3,11 6,4E+02 2,81 8,8E+03 3,94 3,29 0,59 

T3 3,7E+02 2,57 5,7E+02 2,76 1,5E+02 2,18 2,50 0,30 

T4 1,0E+01 1,00 9,0E+02 2,95 1,2E+03 3,08 2,34 1,17 

CEPA LBMM  1178 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 7,9E+06 6,90 1,0E+07 7,00 9,7E+06 6,99 6,96 0,06 

Control T1-T4 8,9E+06 6,95 8,9E+06 6,95 7,5E+06 6,88 6,92 0,04 

T1 1,9E+04 4,28 8,5E+03 3,93 3,8E+03 3,58 3,93 0,35 

T2 3,5E+02 2,54 5,4E+02 2,73 3,3E+02 2,52 2,60 0,12 

T3 1,9E+02 2,28 2,0E+01 1,30 3,3E+03 3,52 2,37 1,11 

T4 3,0E+03 3,48 6,0E+01 1,78 6,6E+02 2,82 2,69 0,86 

CEPA LBMM  1181 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
CFU/g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 2,6E+06 6,41 5,6E+06 6,75 4,2E+06 6,62 6,60 0,17 

Control T1-T4 4,8E+06 6,68 4,0E+06 6,60 3,7E+06 6,57 6,62 0,06 

T1 8,3E+02 2,92 7,0E+02 2,85 5,1E+03 3,71 3,16 0,48 

T2 1,0E+01 1,00 8,0E+01 1,90 4,0E+01 1,60 1,50 0,46 

T3 5,0E+01 1,70 < 10 < 1 8,1E+02 2,91 * * 

T4 1,0E+01 1,00 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

CEPA LBMM  1187 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
CFU/g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 6,2E+06 6,79 6,7E+08 8,83 7,4E+06 6,87 7,50 1,15 

Control T1-T4 5,7E+06 6,76 5,4E+06 6,73 6,4E+06 6,81 6,76 0,04 

T1 9,1E+03 3,96 1,5E+04 4,18 1,8E+04 4,26 4,13 0,15 

T2 8,0E+01 1,90 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

T3 2,0E+01 1,30 1,0E+01 1,00 2,5E+02 2,40 1,57 0,74 

T4 4,5E+01 1,65 2,0E+01 1,30 < 10 < 1 * * 

CEPA LBMM  1289 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 6,2E+06 6,79 6,7E+06 6,83 4,5E+06 6,65 6,76 0,09 

Control T1-T4 6,2E+06 6,79 6,7E+06 6,83 4,5E+06 6,65 6,76 0,09 

T1 1,5E+02 2,18 3,5E+02 2,54 2,7E+02 2,43 2,38 0,19 
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T2 3,5E+02 2,54 2,0E+01 1,30 2,7E+01 1,43 1,76 0,68 

T3 6,8E+02 2,83 1,9E+02 2,28 2,7E+02 2,43 2,51 0,29 

T4 1,6E+02 2,20 2,0E+02 2,30 2,5E+02 2,40 2,30 0,10 

CEPA LBMM  1290 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 7,5E+06 6,88 6,7E+06 6,83 8,4E+06 6,92 6,88 0,05 

Control T1-T4 7,5E+06 6,88 6,7E+06 6,83 8,4E+06 6,92 6,88 0,05 

T1 1,5E+04 4,18 2,7E+03 3,43 5,6E+04 4,75 4,12 0,66 

T2 9,8E+02 2,99 2,9E+02 2,46 3,6E+03 3,56 3,00 0,55 

T3 2,4E+02 2,38 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

T4 1,0E+01 1,00 < 10 < 1 3,2E+02 2,51 1,75 1,06 

CEPA LBMM  1291 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 8,2E+06 6,91 6,8E+06 6,83 4,8E+06 6,68 6,81 0,12 

Control T1-T4 8,2E+06 6,91 6,8E+06 6,83 4,8E+06 6,68 6,81 0,12 

T1 2,8E+04 4,45 4,5E+04 4,65 2,8E+04 4,45 4,52 0,12 

T2 1,3E+03 3,11 1,1E+03 3,04 1,9E+03 3,28 3,14 0,12 

T3 2,6E+02 2,41 1,3E+03 3,11 5,4E+02 2,73 2,75 0,35 

T4 < 10 < 1 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

CEPA LBMM  1294 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 5,9E+06 6,77 1,1E+07 7,04 1,0E+07 7,00 6,94 0,15 

Control T1-T4 5,9E+06 6,77 1,1E+07 7,04 1,0E+07 7,00 6,94 0,15 

T1 < 10 < 1 1,0E+01 1,00 1,0E+01 1,00 * * 

T2 1,5E+02 2,18 1,1E+03 3,04 2,0E+01 1,30 2,17 0,87 

T3 1,0E+01 1,00 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

T4 1,0E+01 1,00 5,5E+01 1,74 < 10 < 1 * * 

CEPA LBMM  1371 

  1 2 3 M SD 

Tratamiento 
UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC /g UFC /g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

log 
UFC/g 

Control T0 8,7E+06 6,94 1,1E+07 7,04 9,5E+06 6,98 6,99 0,05 

Control T1-T4 8,7E+06 6,94 1,1E+07 7,04 9,5E+06 6,98 6,99 0,05 

T1 < 10 < 1 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

T2 2,0E+01 1,30 1,1E+02 2,04 3,6E+02 2,56 1,97 0,63 
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T3 < 10 < 1 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

T4 2,5E+02 2,40 < 10 < 1 < 10 < 1 * * 

(*) resultados  por debajo del límite de detección. 

 

Los resultados presentados en la Tabla 3 demuestran que los ensayos fueron bien 

conducidos de manera que los resultados de las réplicas tuvieran buena 

reproductibilidad y desvíos patrón pequeños, con excepción de las muestras del 

tratamiento T4 de la cepa LBMM 1175, T3 de la cepa LBMM 1178 y T4 de la cepa LBMM 

1290 que presentaron desvío patrón mayor que 1 log UFC/g. 

Se puede observar que, con excepción de las cepas LBMM 1175 y LBMM 1189, todas 

las otras cepas fueron sensibles al tratamiento de altas presiones al lograr un recuento 

menor que 2 log UFC/g en por lo menos alguno de los tratamientos. Es decir, las cepas 

LMBB 1175 e LBMM 1178 son las cepas que presentaron mayor resistencia a los 

tratamientos al presentaren Log UFC/g > 2. 

Para efecto de cálculos y gráficas, se consideró un número estimativo de Log UFC/g 

igual a 0,5 para aquellos que estaban presentados por (*) en la Tabla 3, así se pudo 

calcular los promedios de los recuentos L. monocytogenes de las muestras de quesos 

sin tratamiento (T0), y tratadas a 600 MPa de presión en los tiempos de 1 (T1), 3 (T2), 

5 (T3) y 10 (T4) minutos, inoculadas con las 12 cepas estudiadas, que están 

presentados en la Tabla 5. 

Tabla 5. Recuentos en log UFC/g de L. monocytogenes. 

  Recuento de Listeria monocytogenes (Log UFC/g) 
Tratamientos 

Cepa T0 T1 T2 T3 T4 

LBMM 1109 5,79 2,75 1,04 1,84 1,94 

LBMM 1163 5,54 4,29 3,69 1,18 0,83 

LBMM 1172 6,67 2,59 1,76 1,45 0,77 

LBMM 1175 6,66 3,62 3,29 2,50 2,34 

LBMM 1178 6,92 3,93 2,60 2,37 2,69 
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LBMM 1181 6,62 3,16 1,50 1,70 0,67 

LBMM 1187 6,76 4,13 0,97 1,57 1,15 

LBMM 1289 6,76 2,38 1,76 2,51 2,30 

LBMM 1290 6,88 4,12 3,00 1,13 1,34 

LBMM 1291 6,81 4,52 3,14 2,75 0,50 

LBMM 1294 6,94 0,83 2,17 0,67 1,08 

LBMM 1371 6,99 0,50 1,97 0,50 1,13 

Con esos valores se pudo graficar el efecto de la presión sobre la reducción logarítmica 

de Listeria monocytogenes representadas presentado en una misma gráfica en la Figura 

3 y separadamente en la Figura 4. 

 

Figura 3. Efecto de la presión de 600 MPa sobre la reducción logarítmica de Listeria 

monocytogenes en los tiempos de 1, 3, 5 y 10 minutos en temperatura constante de 

10°C. 

El gráfico de la Figura 3 muestra que generalmente el contaje decrece con el aumento 

del tiempo de tratamiento, con excepción de las cepas LBMM 1109, LBMM 1187, LBMM 

1294 y LBMM 1371. Otra vez se debe tener en cuenta que las respuestas de cada cepa 

en cada condición de tratamiento varían y que ni siempre el tratamiento con mayor 



Máster en Calidad, Desarrollo e Innovación de Alimentos 
E.T.S. Ingenierías Agrarias, Campus de la Yutera (Palencia) 

Universidad de Valladolid 

 

18 

 

tiempo tuve la mayor reducción como respuesta. Las cepas LBMM 1187 y LBMM 1189 

presentaran un comportamiento parecido, al tener mayor reducción en el tratamiento 

T2. Las cepas LBMM 1187 y LBMM 1189 presentaran un comportamiento parecido, al 

tener mayor reducción en el tratamiento T2.  

 

Figura 4. Efecto de la presión de 600 MPa sobre la reducción logarítmica de Listeria 

monocytogenes en los tiempos de 1, 3, 5 y 10 minutos en temperatura constante de 

10°C. 

En la Figuras 3 y 4 se puede notar la diversidad de comportamiento de las cepas a los 

tratamientos y se confirma la importancia del aislado sobre el efecto que ejercen las 

altas presiones. Hay aislados más resistentes que otros, por eso es importante 

determinar qué tipo de aislado tiene el alimento para aplicar el tratamiento adecuado y 

no pueden extrapolarse los resultados, si bien se pueden efectuar unas 

recomendaciones. Es importante caracterizar el aislado para definir los parámetros de 

tratamiento. Tampoco se puede atribuir la resistencia a un determinado serotipo porque 

dichas cepas pertenecen a serotipos distintos 1/2a y 4b. Además hay cepas 

extremadamente sensibles que con un tiempo de inactivación de 1 minuto ya se 

consigue la reducción deseada. 
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Fueron realizadas las Pruebas de Múltiple Rangos (Tabla 6) para valores de Log UFC/g 

por Tratamientos, para discriminar si hay diferencia mínima significativa por el test de 

Fisher (LSD) entre las medias con nivel de 95% de confianza.  

 

Tabla 6. Prueba de Múltiple Rangos para los tratamientos. 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 

T0 - T1 * 3,69528 0,293923 

T0 - T2 * 4,52417 0,293923 

T0 - T3 * 5,08333 0,293923 

T0 - T4 * 5,36944 0,293923 

T1 - T2 * 0,828889 0,293923 

T1 - T3 * 1,38806 0,293923 

T1 - T4 * 1,67417 0,293923 

T2 - T3 * 0,559167 0,293923 

T2 - T4 * 0,845278 0,293923 

T3 - T4  0,286111 0,293923 

* indica una diferencia significativa.  

Los resultados demostraran que hay diferencias significativas entre todos los 

tratamientos con excepción de los Tratamientos T3 y T4, lo que se confirma en la gráfica 

de la Figura 5. 
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Figura 5. Promedios de los resultados tratamientos. 

Ya era esperado una diferencia significativa entre los tratamientos y resulta curioso no 

haber diferencia significativa entre los tratamientos T3 y T4, con los tiempos de 5 y 10 

minutos respectivamente, eso podría hacer pensar que con presión de 600 MPa a una 

temperatura de 10°C, el aumento del tiempo de tratamiento además de los 5 minutos ya 

no resultaría en aumento de la efectividad del tratamiento, podría se considerar 

investigar cambios de la temperatura de trabajo, así como TOMASULA et al. (2014) que 

empleó la presión de 600 MPa en temperaturas de 20°C y 40°C y logró la reducciones 

logarítmicas de 4,6 y 3,5 (respectivamente) de L. monocytogenes en queso fresco, 

llegando al nivel mínimo de detección en tan sólo 5 minutos de tratamiento. 

Es necesario resaltar, que considerando trabajar con el tratamiento T3, además de las 

cepas LBMM 1175 y LBMM 1178, deberán ser consideradas también las cepas LBMM 

1289 y LBMM 1291 dentro de las más resistentes pues presentarán contaje superior a 

2 log UFC/g para ese tratamiento. 
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Figura 6. Interacciones entre los factores (cepa y tratamiento) para la reducción de 

Listeria. 

En la Figura 6 se puede observar el comportamiento de cada cepa con relación a cada 

tratamiento, considerando los promedios y errores. Una vez más se percibe que en casi 

toda la extensión de las curvas de los tratamientos T3 y T4 se sobrepone, demostrando 

que no hay diferencias significativas entre los dos tratamientos, excepto para la cepa 

LBMM 1291. 

Teniendo en cuenta que los criterios microbiológicos de la Unión Europea en relación 

con L. monocytogenes, admite una tolerancia máxima de 100 UFC/g siempre y cuando 

el alimento no soporte el crecimiento de listeria durante su vida útil y que generalmente 

los productos listos para consumir tienen baja concentración de L. monocytogenes 

(CASADEI et al., 2004; EFSA, 2013), se puede afirmar que el tratamiento HHP puede 

contribuir en gran medida a reducir o eliminar el riesgo para los consumidores. 

Considerando los aspectos discutidos anteriormente, se puede aconsejar la utilización 

de las cepas LBMM 1175, LBMM 1178, LBMM 1289 y LBMM 1291 como referencias 

para la validación de la eficacia del tratamiento por altas presiones, utilizándose la 

presión de 600 MPa con un tiempo de 5 minutos. La validación será aprobada si 

comprobada la reducción de la cepa de referencia hasta los valores recomendados por 

ley (Log UFC/g<2). 
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5 CONCLUSIONES 

Existe una gran variabilidad entre las cepas estudiadas con respecto a su 

comportamiento frente a los tratamientos ejecutados, es decir, la eficacia del 

procesamiento HPP, además de sus parámetros, depende de la cepa y del alimento. 

No obstante, los resultados de este estudio indican que las HHP pueden ser aplicadas 

a los quesos tipo mezcla pasteurizados con el fin de reducir la contaminación por L. 

monocytogenes como se demuestra en gran parte para muchos otros productos 

alimenticios.  

Se puede concluir que los tratamientos T3 y T4 fueron los más eficaces, pero, sin 

diferencia significativa entre ellos, se puede elegir el tratamiento T3 (600 MPa, 5 min), 

por tener menor tiempo y así influir menos en las características sensoriales del 

producto.  

Las cepas más resistentes al tratamiento a 600 MPa durante 5 minutos fueron LBMM 

1175, LBMM 1178, LBMM 1289 y LBMM 1291. Entre todas las cepas estudiadas fue el 

tratamiento que logró la reducción de contaminación alcanzando un recuento final menor 

que 2 log UFC/g, con excepción de las cepas consideradas más resistentes. 

En conclusión, considerando que las industrias deben contar con Análisis de Peligros y 

Puntos de Control Críticos y no deben tener al final del proceso una contaminación en 

la orden de 6 a 7 log (similar a los casos estudiados), se puede aconsejar el HPP para 

el control de la Listeria monocytogenes. 

De todos modos, merece destacarse que los resultados de este estudio deben ser 

confirmados en diferentes productos y en función del aislado.  
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