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1)PROLOGO 

1.1 Objetivos: 
El objetivo global de este trabajo consiste en caracterizar el riesgo microbiológico asociado 

a dos alimentos liquìdos representativos de productos clásicos y nuevos, como son la leche 

y el smoothie.  Para alcanzarlo se plantean los siguientes objetivos parciales: 

a. Determinación de la resistencia térmica de L. monocytogenes en leche UHT.  

b. Determinación de la resistencia térmica de L. monocytogenes en smoothie. 

c. Modelización de datos cinéticos obtenidos y optimización de tratamientos. 

Por razones experimentales, los dos tratamientos han sido comparados integrandolos con 

unos corrispectivos utilizando un medio nutritivo cual es el TSB. Tryptic Soy Broth (TSB) es 

un medio nutritivo que apoya el crecimiento de una amplia gama de microorganismos, en 

particular los aerobios comunes y los anaerobios facultativos. (Marshall, R.T. (ed.1993)). 

((MacFaddin, J.F. 1985.). El TSB se acidificò con la intenciòn de crear un ambiente particular y 

estudiar su comportamiento en esta condicìon juntas al tratamiento termico. 

 

1.2 Introducción  
 

Los hábitos alimentarios de la población humana han estado cambiando a lo largo de los 

últimos años debido al rápido ritmo de vida actual, con escaso tiempo para la preparación 

de comidas sanas y equilibradas. Esta situación ha desencadenado en una mayor demanda 

de alimentos naturales y frescos listos para el consumo directo, pero manteniendo los altos 

estándares de seguridad microbiológica. El principal objetivo de cualquier proceso de 

conservación es minimizar el crecimiento de microorganismos alterantes y patógenos, al 

fin de garantizar la seguridad alimentaria. 

Según la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 

Alimentación (FAO), desde la Cumbre Mundial de la Alimentación (CMA) de 1996, la 

Seguridad Alimentaria ̈ a nivel de individuo, hogar, nación y global, se consigue cuando 

todas las personas, en todo momento, tienen acceso físico y económico a suficiente 

alimento, seguro y nutritivo, para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus 

preferencias, con el objeto de llevar una vida activa y sana”.[www.fao.org]1 
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 Por lo tanto, la innovación, unida a la competencia, ha estado, y está, 

aumentando en los países industrializados y capaces de avanzar en este ámbito, 

buscando el desarrollo de técnicas que cada vez garanticen más la calidad y seguridad 

alimentaria con la mínima alteración de las cualidades nutritivas y organolépticas que 

el producto posee sin ser manipulado, es decir, en su estado más fresco. 

En los alimentos liquidos, el riesgo de presencia de agentes patógenos puede 

ser màs alto debido a una mayor disponibilidad de agua, (por aquellos agentes 

patógenos que necesitan de una cantidad de agua libre más alta) la cual representa la 

condición necesaria para que sea utilizada como: 1) solvente de nutrientes para 

permitir su transporte y disponibilidad en el citoplasma; 2) agente quìmico que 

interviene en las reacciones hidrolìticas que dan lugar a monómeros necesarios para 

la sìntesis microbiana y para las reacciones energéticas. 

En el ámbito de la seguridad alimentaria, la ausencia de riesgo microbiologico 

es de relevante importancia, y ésto se refleja de manera ulterior sobre las costumbres 

viejas y nuevas de los consumidores, los cuales, con sus elecciones, influencian al 

mercado. 

Por esta razón, el fin de este trabajo es lo de dar una ulterior caracterización al 

ámbito de la seguridad microbiologica en dos alimentos liquìdos representativos de 

ésos hábitos que son la leche y el smoothie. 

Estos alimentos, debido a sus composiciones y sus pH son alimentos propicios 

al desarrollo de las bacterias patogenas, tal como la L. Monocytogenes, y es porqué su 

tratamiento es de importancia considerable por el control de la seguridad alimentaria.  

Algunos autores han observado que la resistencia microbiana al calor puede 

variar, dependiendo de varios factores que actùan antes, durante o después el 

tratamiento termico [Hassani et al., 2007]. 

Se ha demostrado  que la resistencia al calor de diferentes organismos se 

incrementa cuando sus celulas son expuestas durante un periodo corto de tiempo a 

temperaturas moderadamente elevadas, normalmente por encima del màximo de su 

crecimiento, antes de aplicar el tratamiento termico para su inactivaciòn [Pagan et al., 

1997]. 

En la leche, las pruebas realizada de resistencia termica de L. monocytogenes 

hasta hoy, han servido a determinar cual es el tratamiento màs eficaz para la 
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eliminaciòn optimal de la bacteria, o sea los tratamientos termicos a 60°C y 70°C , que 

son considerados como los màs aptos. 

Además, la posible presencia de especies patógenas en las materias primas 

(frutas y hortalizas) principalmente respecto a L. monocytogenes, representa un riesgo 

microbiológico incluso a temperaturas de refrigeración (Scolari et al., 2015). 

En este sentido, algunos autores han encontrado que L. monocytogenes debe 

utilizarse como el organismo de referencia en la evaluación de letalidad de procesos 

UV y térmicos para zumo de manzana (pH = 3.68), ya que este patógeno mostró mayor 

resistencia que E. coli, Salmonella enteritidis o Salmonella typhimurium a este pH bajo 

(María et al, 2014). 

 Por lo tanto, para garantizar su seguridad, el smoothie de frutas y hortalizas 

requiere un proceso de pasteurización adecuado (86-96 °C durante 2 minutos) para 

posibilitar la destrucción de patógenos y reducir la flora microbiana de deterioro (Jay 

et al., 2005). 

Al fin de obtener unos datos ùtiles para determinar la resistencia termica de los 

microrganismos, se ha desarrollado un nuevo tipo de termorresistometro llamado 

Mastia, capaz de tratar de manera isòtermica y non isòtermica los organismos objeto 

de estudio. 

Para simular los tratamientos por pasteurizaciòn utilizados en empresa, el 

laboratorio de la Universidad Politécnica de Cartagena dispone de este 

termorresistometro Mastia, un aparado que permite efectuar tratamientos termicos 

ràpidos llegando hasta 135°C, sobre productos liquidos o semiliquidos. 

Su utilizaciòn da la posibilidad de estudiar en laboratorio el comportamiento de 

los microgranismos ante al calor y facilita la colaboraciòn con las industrias 

agroalimentaria. 

 

1.3 Listeria Monocytogenes 

 

L.monocytogenes es una de las 8 especies del género Listeria. Es la ùnica 

especie de este tipo que es patogena para el hombre, ella es la causa de una 

enfermedad grave, la Listeriosis.  
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1.3.1 Caracteristicas microbiologica e identificación  

  

Listeria es un bacilo pequeño y Gram positivo que mide entre 0,5 y 2 μm de 

longitud y mòvil a 20-25°C. Esta movilidad suya es debida a su formación flagelada en 

ciliatura peritricas [Lemon, K. P., Higgins, D.E., Kolter, R., 2007].  

 

Figura 1 

 

 

 

 

 

 

 

L. monocytogenes y sus flagelos vista al microscopio 

https://web.mst.edu/~microbio/BIO221_2010/L_monocytogenes.html 

 

Es decir que los flagelos rodean a la celula. Esta formación hace que la celula se 

mueva y le da  una movilidad dicha vacilante.  

El tipo Listeria es facilmente identificable gracias a sus caracteristicas 

microbiologicas. En efecto Listeria es una bacteria que no espolura aero-anaerobico 

facultativo, porqué la mayoria de las cepas tienes una catalasa positiva.  

Ella hidroliza, un heteròxido a basa de glucosio y es oxidasa negativa. Listeria 

fermenta igualmente diferentes glucidos sin producir gas. Las cepas de 

L.monocytogenes. son siempre D—xylosa negativo y hemoliticos, y producen unas 

lecitinas, enzima que hidroliza las lecitinas.  

Esas son  generalmente β-hemoliticas, es decir que destruyen completamente 

los glòbulos rojos, y son  L-rhamnosas. Y son principalmente estas ùltimas 

caracteristicas las que permiten identificar la especie de L. monocytogenes entre el 

género Listeria.  
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Una de las particularidades de L.monocytogenes es su capacidad de crecer a las 

temperaturas de refrigeración.  Su crecimiento, siendo optimo apròximadamente a los 

30-37°C, puede llegar, sin embargo, a crecer hasta los -2°C y es capaz de sobrevivir a 

temperaturas inferiores. 

No obstante, es fàcil destruirla con el calor; en efecto, Listeria M. no puede 

sobrevivir màs de 30 minutos a 60°C.  

La especie L.monocytogenes està dividida en 13 sierotipos diferentes. En màs 

del 90% de los casos humanos, solos 3 sierotipos estàn implicados; los sierotipos 1/2a, 

1/2b, 4b. Para identificar los diferentes sierotipos de L.Monocytogenes es posible 

utilizar el metodo de Polymerase Chain Reaction (PCR). Sin embargo, para evitar todo 

el riesgo de enfermedad, se considera el conjunto como cepas de séres patógenos 

[Anses,n.d.]. 

 

1.3.2 Vias de trasmisión 

 

L.monocytogenes es una bacteria ubicuitaria y télurica extendida en el medio 

ambiente. Ella resiste facilmente en medio exterior y debido a ésto es posible 

encontrarla en los suelos, en los lagos y rìos, y en aguas residuales o de bahìas y 

también en la vegetaciòn en decomposiciòn. 

L.monocytogenes es presente igualmente en el organismo animal; en su forma 

natural, como bacteria comensal o bajo la forma patógena, después de la 

contaminación. Entre un 6 a 30% de los bovinos, ovinos, cerdos, cabras y aves, 

contienen esta bacteria naturalmente en su organismo. Estos animales representan la 

principal fuente de contaminación para el hombre. Los alimentos 

epidemiológicamente relacionados con los brotes de infección por L. monocytogenes 

son salchichas, fiambres, leche, leche pasteurizada, derivados lácteos, carne y 

productos cárnicos y, debido a su presencia en aguas contaminadas, puede 

encontrarse en vegetales regados con agua  no tratada [ (Blanco, 1994; Domínguez, 

2001; Mena et al., 2003; Michanie, 2007; Guevara et al., 2015) ]. La presencia de este 

microorganismo en los alimentos es debida, en parte, a su habilidad de tolerar 

condiciones ambientales extremas (e.j. altas concentraciones de sal, amplio rango de 

pH y temperaturas y baja actividad de agua) [ (Gandhi & Chikindas, 2007) ]. 
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En efecto, en el 99% [Anses,n.d.]. de los casos, la trasmisiòn de 

L.monocytogenes del hombre, se hace por via alimentaria, no obstante, es posible que 

hay una trasmisiòn directa de la bacteria.  

En las mujeres embarazadas, la infección puede ser trasmitida al feto in utero, 

del pasaje de la bacteria via placenta, o en el momento del parto si las vias genitales 

estàn contaminadas. 

Para los granjeros y los veterinarios, hay también un riesgo de contamiciòn 

directa durante el  nacimiento de un animal contaminado. [E. J. Regan, G. A. J. Harrison, 

S. Butler; 2005] 

 

1.3.3 Patogenicidad 

 

La contaminaciòn por L.monocytogenes es rara, pero puede ser muy peligrosa. 

Esta bacteria es la causa de la enfermedad llamada Listeriosis. La Listeriosis se presenta 

bajo dos formas: invasiva y no invasiva. 

La forma no invasiva generalmente es rara, y se manifesta esencialmente con 

gastroenterite febril. La forma invasiva es mucho màs peligrosa, ella puede implicar 

una septicemia o una infecciòn del sistema nervioso central que se manifesta 

generalmente con una meningo encefalite. 

Por la mujer embarazada, la infecciòn es generalmente sin consecuencias por 

la madre, aunque si puede provocar un aborto, un parto prematuro, o una infecciòn 

neonatal grave como una septicemia, como una infecciòn polmonar o neurologica y a 

veces, también cutanea. [Listeriose [WWW Document2015]] 

 

1.3.4 Epidemologia  

 

Aunque si, hoy en dia, la Listeriosis resulta rara, todavia hay una tasa de 

mortalidad del orden de 25 a 30% y una tasa de hospitalizaciòn del 92%, que es muy 

elevada. 

Los casos màs numerosos de Listeriosis han sido registrados en Europa, en los Estados Unidos de 

America y en Canada. En 2009, aproximadamente, 1659 han sido diagnosticado en Europa, con 

una mortalidad casi del 20%. [(EFSA Journal 2011; 9 (3)2090)] 
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En 2011 estàn 1470 casos seňalados con una mortalidad del 12,7%; el balance 

va en aumento a continuaciòn, con 1763 casos en 2013, que han causado la muerte de 

64 personas en Francia.  

[WWW Document2015 ( http://www.efsa.europa.eu/fr/topics/topic/listeria)] 

EFSA Journal, 12 (2) (2014), p. 3547)) 

Hasta hoy, aproximadamente, han sido registrados 70 brotes de toxiinfección 

en todo el mundo, y en la mayoria de los casos, los alimentos contaminados eran 

productos a base de carne o productos a base de leche . [Mead et al., 2006; Gillspie et 

al.,2006; Mc Donald et al., 2005;Billie et al.,2006.] 

Estos casos subrayan la importancia de la vigilancia microbiologica de los 

alimentos y por esta razón, es necesario aplicar a estos productos un tratamiento 

correcto, antes de ponerlos en marcha. 

Tabla 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.efsa.europa.eu/fr/topics/topic/listeria
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2 MATERIALES Y METODOS 
 

Los experimentos de tratamiento térmico isotermico requiere necesariamente una precisa 

separaciòn de las fases de trabajo, tanto por razones de seguridad como para evitar 

contaminaciones que podrian comprometer el resultado de la prueba. Para efectuar los 

experimentos ha sido necesario el utilizo del Termorresistometro que es el equipo que permite tan 

tratamientos isotermico que NO-Isotermicos.A continuaciòn, un discusion explicativa de dicho 

equipo y de todas la fases necesaria para actualizar los experimentos. 

 

2.1. Descripción del Termorresistometro 
 

El termorresistometro Mastia (fig. 2) es un instrumento capaz de efectuar unos tratamientos 

isòtermicos y non-isotermicos para determinar la resistencia termica del microrganismo y eliminarlo 

desde un producto alimentario. 

Figura 2 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Termorresistometro Mastia 

 

El Termorresistometro Mastia viene del Termorresistometro TR-SC (Condón et al., 1992). Muchos 

compuestos han sido incorporado para mejorar su eficacia. Antes de todo, una bobina en que del 

agua frio puede circular y puede actuar en cuanto el sistema de enfriamiento ha sido aňadido. En 

seguida, un programa lògico de control (PLC) ha sido implantado en el viejo dispositivo, es necesario 
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poner en funcionamento el sistema de calentamiento y de enfriamiento para controlar la 

temperatura en el recipiente principal. El PLC està conectado a una pantalla tàctil (fig.3) que permite 

la comunicaciòn con éste, y con un ordenador que programa y registra unos perfiles de temperatura 

utilizados.  

 

        Figura 3.  

Descripción del sistema de control y programación del termorresistómetro Mastia. 

 

 

El termorresistometro Mastia està compuesto por un recipiente de acero inoxidable con un 

dosificador a tornillo en el que està sumergida una hélice en teflon, que se sirve de un agitador y de 

una resistencia termica. (fig.4) 

Sobre el dosificador estàn 7 puertas de entrada:  

 Un ingreso de gas (N2) para aplicar una presiòn;  

 Una puerta de inyecciòn del inoculo; 

 Un termopar para medir la temperatura; 

 Dos puertas para la resistencia termica; 

 Dos puertas para el sistema de enfriamiento. 

El dosificador también cuesta de una salida para recoger las muestras tratadas. 
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figura 4 

 

 

 

 

Figura 4: A) agua de enfriamiento B) PLC (Programmable Logic Controller) C) pantalla tactil D) ordenador E) envase principal F) tapa G) 

fuente de presiòn H) jeringa Hamilton I) motor de agitaciòn J) PID – 1) bobina 2) resistencia 3) propelente 4) tubo de muestreo 5) termopar 6) 

manometro 7) valva solnoide de muestreo 8) valva solenoide por el sistema de enfriamiento 

 

 

El PLC està unido a otros elementos del termorresistometro: el motor que alimenta una 

hélice de agitaciòn, la valvula de salida del dosificador y la valvula de entrada del agua frio.  

La apertura de la valvula de salida del dosificador puede ser controlada por un temporizador 

unido con el PLC. 

Éste efectua en partes iguales el control de la temperatura en el termorresistometro por 

parte de un PID (Proportional Integral Derivative) conectado con la resistencia y con la valva de 

entrada del agua frio. 

Un PID, llamado también un regulador o conector PID, es un algoritmo de calculo que libera 

una seňal de mando a partir de la diferencia entre la consigna y la medida. Por ejemplo, cuando el 

PID detecta que la temperatura està màs baja de la programada, entonces el PLC pone en marcha 

la resistencia para aumentar la temperatura. 

Inversamente, si el PID detecta una temperatura debajo de la aquella programada, el PLC 

activa la valva de control de entrada del agua frio. Enfin, la presiòn està medida por un manòmetro 

unido con la fuente de gas. Ésta permite la recuperaciòn de las muestras a una presiòn interior débil, 

por unas temperaturas inferiores a 100° C, y unos disolventes demasiados viscosos.[Conesa, 

R.,Andreu, S., Fernandez, P. S., Esnoz, A., Palop, A., 2009]. 
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2.2 Fase preliminar al tratamiento isotermico 
 

I. Preparacìon del inoculo 

 

El microorganismo usado en este estudio fue L.monocytogenes CECT 4032, que fue 

proporcionada por la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, España). 

Aproximadamente 100 μL de la cepa se inocularon en 50 mL de TSB (Tryptic Soy Broth), previamente 

esterilizado en Autoclave a 121°por 20 minudos.Las  operaciònes de inoculacìon ha sido hecha en 

campana de seguridad provista de flujo laminar vertical. Con la finalidad de obtenèr una 

disponibilidad de inoculo cierto se prepararon dos botellas de 100ml (vidrio borosilicado) de 50 ml 

de medio inoculado.Las bottellas fueron incubadas en Agitador a Bagnomaria mequanico a  a 37 ° C 

durante 24 horas para obtener las células en fase de crecimiento estacionario con una 

concentración aproximada de 1 x 109 UFC/mL. 

 

II. Pre-Tratamiento del Termorresistometro 

 

Por cada tratamientos termicos el Termorresistometro MASTIA ha sido limpiado 

quimicamente en su parte externas  y  esterilizado mediante agua distilada al fin de evitar algun tipo 

de contaminaciones debidas a los  tratamientos precedentes .La esterilizaciòn se realiza llenando el 

envase (400ml) del equipo con agua distilada y calientada hasta la Temperatura de 135°C y 

mantenida por 2 minudos (P=2 atm). Eso permite al vapor esteril de alcanzar todos la partes del 

equipo implicadas nel tratamiento da efectuàr. Al terminar de la fase caliente se procede bajando 

la T° hasta 20-25 °C y se vacia el envase. La esterilizaciòn  puede ser repitida  si necesario. 

 

La jeringa de inoculaciòn se trata con ammoniaco y se limpia con agua distilada, de manera 

que el inoculo no vendrà contaminado. 

 

III. Preparacìon de los  Medios de tratamiento  

 

a) TSB: Es un medio de enriquecimiento líquido universal utilizado para los procedimientos 

cualitativos de las pruebas de esterlidad y para el enriquecimiento y el cultivo de 

microorganismos aeróbicos que no son excesivament exigentes. En microbiología clínica, 

el medio puede usarse para suspensión, enriquecimiento y cultivo De cepas aisladas en 
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otros medios. El TSB se acidificò echando por goteo una solucìon de HCl 2M para alcanzar 

un pH de 4.44 desde un pH del TSB sub-alcalino de 7.3., medida con pH-metro (Basic 20 

Crison, Barcelona, España), realizando un calibrado diario con patrones de pH 4 y 7, a 

temperatura ambiente.  La soluciòn Estandard de TSB se preparò con 15g de TSB/500ml 

y esterlizada en autoclave (121°C-20 minudos.). Antes del tratamiento isotermico, se 

llenò el envase del equipo (T.MASTIA) de soluciòn para llevarlo a una temepratura de 

100°C y mantenida por 1 minudos,  luego  bajada a la temperatura de tratamiento 

deseada. 

 

b) Leche UHT: En este casoel medio cual es la leche UHT ha sido llevada a temperaturas de 

80° por 40 segundos, de manera que no se iban a desnaturalizar, utilizando temperaturas 

mas alta, eventuales factores nutricionales por la vida del microrganismo en examen por 

un lado, y que los productos quemados interfieran con los sensores del aparado de 

control de las temperaturas de tratamiento. 

 

c) Smoothie: El producto que utilizò tenia la siguente composociòn y carateristicas:  

-Nombre Alimento: Zumo de fruta y verdura con extractos vegetales 

-Descripción: Smoothie Chupinazo 250g - Verdifresh 

-Marca: Verdifresh 

-código EAN Producto 08437013139410 

-Nombre Proveedor: Verdifresh, S.L.U. 

- Lista Ingredientes: Manzana (41%), zumo de remolacha (28%), piña (24%),  zumo de 

limón (5%), puré de limón, jengibre (0,1%), fibra cítrica, aroma natural 

- Menciones Obligatorias: Envasado en atmósfera protectora 

- Cantidad Neta: 250 g. 

El pH del smoothie se midió directamente en los tubos Falcon que contenían el smoothie 

y para ello se utilizó un pH-metro a temperatura ambiente. Se ha comprobado que no se  habia 

eventuales diferencias  significativas de pH con el pruducto en su composición original añadendo 

el agua distilado.  Por cada análisis de pH se realizaron 3 repeticiones distintas.El pH del 

smoothie medido despues de las tres  repeticiones por cada tipo no mostraba diferencias 

significativas y se atestò a un pH de 3.85.(fig.5) Por el echo que los sensores del 

termoresistometro estan calibrados principalmente por alimentos ricos en agua, ha sido 
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necesario anadir una cantitad de agua al producto tal cual, cambiandolo de su composiciòn 

original, de manera que, el Termoresistometro permite que  la solucìon de pre-tratamiento de 

sterilizacìon sea estabilizada, sin excsivos escursiones de temperatura. Asì, ha sido posible una 

sterilizacìon del producto nel Termorresistometro llegando la solucìon a 90 grados y 

enmediatamente enfriarla a la Temperatura de tratamiento deseada. Al finàl la solucìon 

definitiva por el envase (400ml) de tratamiento ha sido asì formulada: 350 ml de producto + 50 

ml de agua distillada y esterlizada, o sea 87,5% y 12,5% proporciònalmente. Esta composicìon 

se ha realizada en condiciones de estirilidad operando en cerca de una llama Bunsen y 

enmediatamte pasada al equipo por el pre-calentamiento. 

Figura 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medida del smoothie con pH metro (Basic 20 Crison, Barcelona, España) 

 

IV. Preparacìon de los medio de cultivo 

 

Durante el tratamiento, la cantidad de alimento liquido  requerida por las diluicones seriales, 

necesitaba de ser trateada con un diluente nutritivo cual es el agua de peptona.El agua de peptona 

es un medio nutritivo que permite a las celulas microbianas de mantener su viabilidad a la mayoria 

de los microrignasimos por su contenido enrequido en peptones. Esta se preparò con (1 g/100mL. 

de petona de caseina (Scharlau Chemie SA, Barcelona, España) y 0,g g/100ml.y de cloruro de sodio 
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(Scharlau Chemie SA, Barcelona, España)) en agua distilada, porfin  esterilizado en autoclave por 20 min. 

a 121°C. 

El medio Utilizado por las celulas viables fue el Tryptona Soya Agar  ((TFA)( Scharlau Chemie SA, 

Barcelona, España)) y se preparò con 15g/500ml de TSB y con 7,5g/500ml de Agar bacteriologico, en 

agua distilada. Se esterilizò todo en autoclave por 20 min. a 121.°C. 

 

2.3. Tratamiento isòtermico 
 

Por los tratamientos isòtermicos, el recipiente ha sido llenado con el menstruum, y una vez 

que el tratamiento de la temperatura del calor ha conseguido la estabilidad, el menstruum ha sido 

inoculado con 0.2 ml de suspensión microbiana de L.Monocytogenes (fig.6) ponendo en marcha el 

cronometro controlado. La temperatura ha sido mantenido constante a través de todo el 

experimento. Los ejemplos han sido reunido en tubos esteriles a intervales predeterminados, 

apropiadamente diluidos e inmediatamente niquelado.Por eso, se preparó una batería de 

disoluciones con 0.9 mL (Tubos eppendorf de 1,5ml) de agua peptonada estéril en cada una. De 

cada una de ellas se pipeteó asépticamente un alícuota de 100 μL.(fig.7) 

  Antes de tomar muestras, los contenidos del tubo de muestra han sido desechados por 

unos segundos. La temperatura seleccionada por los experimentos isótermicos eran 52.5, 55.0, 57.5 

y 60.0°C por L.Monocytogenes. Experimentos han sido desarrollado en triplicado por cada 

temperatura del TSB acidificado a pH 4.44 (R. Conesa, S. Andreu, P.S. Ferna´ndez, A. Esnoz and A. 

Palop). Por cada tratamiento ha sido extraido una muestra de caldo de cultivo de crecimiento( o del 

alimento liquido de analisys) antes de inyectar el inoculo en el Termoresistometro, al fin de indicar 

eventuales ingresos por parte de agentes microbiologicos contaminados en la maquineria que 

podria alterar los resultados del tratamiento (Control). A continuaciòn, el prospecto de inoculaciòn 

a las varias T° en funciòn del tiempo de recollecciòn(min.) de las muestras al Termorresistometro y 

de las diluicciòn elegida que con mas probabilidad podrìa permeter de sacar un resultado 

significativo: 

 

 

 

 



18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                   Figura 6       Figura 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inoculaciòn de la suspensiòn microbiana     Batería de disoluciones de Eppendorf 

  

T° T(min) DILUICIONES 

TSB (4.44), SMOOTHIE 

52.5°C 0 ; 5.  -3 ; -4  

10;15;20.  -2 ; -3  

25;30.  -2 ; -3  

35;40.  0;-1;-2  

40;45;50;55;60.  0; -1  

55°C 

 

0;3;6.  -2;-3;-4  

9;12;15.  -1;-2  

18; 21; 24; 27; 30; 33; 36; 39; 

42; 45.  

0 ; -1  

57.5°C 0  -3 ; -4  

2; 4.  -2 ; -3  

6; 8.  -1;-2  

10; 12; 14; 16; 18; 20; 22.  0 ; -1  

        60 °C 
 

0  -3 ; -4  

1  -1;-2  

2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10;  0 ; -1  

LECHE 

52.5°C 

55°C 

57.5°C 

60 °C 

0 ; 5. -3 ; -4  

10;15;20.  -2;-3;-4  

25;30;  -2 ; -3  

40;45;50;55;60.  0;-1  
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De cada tratamiento, al fin de evaluar la carga microbiana a través de disoluciones seriales, 

han sido extraido 100μl en 900μl de Agua de peptona (Tryptone desde Caseina) y llegando a diluir 

y a vertir sobre una placa las disoluciones -6 y -7 (fig.8). 

Figura 8 

Con el mismo principio 

de las disoluciones seriales, se 

ha avanzado a respectar el 

esquema de inoculo (véase 

arriba); en caso de las 

disoluciones “0” se ha 

avanzado a inocular 

directamente 1ml de la mutua 

tal y cual en placa (sin pasar 

por las disoluciones); en caso 

de las disoluciones siguientes a 

la “0” (-1, -2,...-4)  han sido 

extraido 100 μl de la 

precedente dilución en 

suspención e inoculado en  

Esquema por la Evaluaciòn de la carga microbiana 

 

 

900μl de agua de peptona en una probeta Eppendorf, al fin de realizar la 

dilución requerida. De ésta, han sido extraido 100μl para preparar el inoculo en 

placa(fig.9).  
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                                                                                        Figura 9 

 

 

 

 

 

 

Esquema general de las diluiciònes utilizadas.Por cada diluiciòn se ha placado en duplicado. 

 

La enumeración del los recuentos viables sobrevividos estàn basados en recuentos 

duplicados en placa (fig.10) desde la dilución apropiada, en triptico agar de 

soya(TSA;ScharlauChemie). Las diluciones seleccionadas fueron incubadas a 37°C durante 24 

horas,posteriormente se realizó el conteo. El conteo se hice calculando una media aritmetica de 

las colonias que salieron, rechazando placas contaminadas o incontable (>300 colonias). El 

crecimiento y/o reducción de células viables fue expresada como el logaritmo de UFC/mL 

partiendo del día 0. 

         Figura 10 

 

 

 

 

 

 

  

 

Aspecto de L.Monocytogenes su TSA 
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3) RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSIÒN 
 

  En la figura 3.7 se pueden observar las diferentes curvas de supervivencia de L.Monocytogenes 

tras cuatro tratamientos térmicos con distintos medios de calientamiento. Como se puede 

observar, las células de Listeria monocytogenes, dependiendo de la temperatura de tratamiento 

y de la naturaleza del medio, presentan comportamientos diferentes.En primer lugar se observa 

que a la Temperatura de tratamiento mas alta (60°) es la mas letal por  L.Monocytogenes dentro 

el TSB y nel smoothie. Asì que  su comportamiento en estos medios es casi identico, es decir que 

la superviviencia  es muy afectada, tenendo tambien en cuenta del ambiente muy acido (pH del 

TSB=4.44; pH del Smoothie=3.84) que desfavorece sus adaptaciòn a el incrementar del  estres 

termico.Se observa en este caso una destruciòn totàl de la popolaciòn inicial (N0) a 5 minudos 

de tratamiento por los dos, diferentemente que por la leche, donde para llegar a una reduciòn 

de  casi dos unidad logaritmicas se necesitan de 25 minudos de tratamiento.(1) (fig.11) 

            figura 11 

 

Curvas de inactivaciòn comparados entre tratamientos distintos por varia Temperatura 
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(1) Han sido voluntariamente eliminados parte de datos non necesarios ne los intervalos  de tiempo objecto de observaciòn 

 

  Se observa ademas que el smoothie, es el medio mas afectado en absoluto en todos los 

tratamientos termicos recibidos por L.Monocytogenes, no obstante presenta muy pocas diferencias 

de comportamento con el TSB en terminos de reduciones a lo largo del tiempo; Esto se puede ver 

que  siguen teniendo intervalos de reduciones de unidad logaritmica aproximadivamente costante 

entre ellos.En un solo caso, a la Temperatura mas baja de 52.5, el TSB se demostrò compatible con 

el Tiempo de inactivaciòn por la Leche hasta a 25 minudos, pero luego empezar a bajar, confirmando 

su tendencia que se oservò a las distintas temperaturas.Esto puede ser debido a su composiciòn 

que ofrece condiciones mas favorable en respuesta a el estres termico. En general, es la leche que 

se presenta como el medio mas apto por la superviviencia de L.Monocytogenes en condiciones de 

estres termico, y esto gracias a su composiciòn, valor de pH y probablemente a la presencia de la 

grasa, que ofrece un efecto escudo por las celulas al subir de la temperatura. A continuaciòn, las 

tabla de los parametros microbiologicos que permiten de interpretar los risultados observados, y 

necesarios para obtener un model de inactivaciòn microbiana de cada medio en base al Dvalue.  Tales 

modelos nos permite de estimar la Termorresistencia del microrganismo a las Temperaturas que 

hemos elegidos por los tratamientos  termico (Fig.12) 

fig 12 

 

A confirma de cuanto dicho antes, la leche presenta un 

Dvalue muy alto respecto a los  otros medios que presentan 

un pH acido y tal se mantiene por todas la temperaturas 

tratadas . En ningun caso se ha obtenido un Dvalue que 

llegue a una reduciòn consistente nel tiempo de tratamiento . Eso significa que por  la especie de 

L.Monocytogenes la leche es un medio que tiene un alto nivel de riesgo microbiologico si no se trata  

  Smoothie(pH3.85)   

T° Dmedio Log Dmedio r^2 

52,5 4,207343547 0,624007975 0,9593 

55 2,616258916 0,417680721 0,9614 

57,5 1,220522126 0,086545657 0,9731 

60 0,944725322 -0,024694444 0,9011 

  TSB(pH4.44)   
T° Dmedio Log Dmedio r^2 

52,5 11,14599175 1,047118717 0,8774 

55 3,103131507 0,491800181 0,9668 

57,5 1,728559737 0,237684393 0,9995 

60 0,733759943 -0,134446001 0,9897 

  Leche   

T° Dmedio Log Dmedio r^2 

52,5 31,22441498 1,49449431 0,9622 

55 15,43990516 1,188644628 0,8395 

57,5 8,308919666 0,91954456 0,929 

60 10,21626692 1,009292231 0,8444 
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adecuadamente. Tal valor alto por la leche, sugiere que para obtener unas reduciones aceptables 

de este patogeno la Temperatura de tratamientos deberian ser major que 60° y menor de 70°. Por 

otro lado, la Termorresistencia del TSB y del Smoothie respectivamente es muy similar,llegando nel 

caso del tratamiento a 60°C, a un valor negativo de Log(Dmedio) por ambos, que, por ejemplo, se 

podria tener en cuenta como tratamientos termicos aptos por alimentos a base de ortizales.  La 

difernecia del Dvalue a la temperatura inicial de 52.5°C depiende dal bajo valor del pH del Smoothie  

y del TSB acidificado (3.84 y 4.44 respectivamente) tenendo en cuenta que por L.Monocytogenes el 

intervalo optimal de pH por su  crecimiento es entre  4.0-9.5. . 

 

3.1 Modelización de datos experimentales.  
 

  Existen distintos modelos matemáticos que permiten derivar los parámetros que caracterizan las 

curvas de supervivencia.  

Los primeros modelos utilizados asumían que la reducción de la concentración bacteriana sigue una 

relación semilogarítmica con el tiempo durante un tratamiento isotérmico. Este tipo de modelos 

permite la predicción de la carga microbiana en tiempos diferentes a los registrados en el 

experimento, a partir de ellos se deduce el valor D como el tiempo requerido para reducir en un 

90% la población microbiana. Bigelow (1921) extendió este modelo definiendo el valor de z: 

aumento de la temperatura necesario para reducir el valor D un 90 %. Este modelo permitió predecir 

la inactivación de la población microbiana frente a tratamientos de calor a una temperatura 

determinada, cuando se utilizan temperaturas diferentes a las experimentales. 

Posteriormente han surgido otros muchos modelos que intentan explicar cinéticas diferentes a la 

de primer orden, cuando existen fenómenos como hombros de activación o colas de supervivencia 

(Fig 13).  

Fig 13 

 

 

 

 

 

  

 



24 
 

Posibles desviaciones de la cinética de primer orden en una curva de supervivencia bacteriana a temperatura constante.  

 

Los modelos más utilizados han sido los siguientes: 

El modelo de Bigelow (1921) viene descrito por las siguientes ecuaciones, 

 

Otros modelos disponibles que permiten describir desviaciones de la cinética de primer 

orden son el de Mafart et al. (2002), 

 

 

El de Geeraerd et al. (2000),  

 

 

O el de Peleg (1998),  
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3.2 Modelos matemáticos aplicados 
 

Se ha utilizado Bioinactivation FE, que cuenta con un entorno Shiny que permite su fácil 

aplicación (Garre et al., 2017 y 2018). Bioinactivation permite aplicar los principales modelos 

matemáticos descritos en la bibliografía mediante la herramienta Shiny de Bioinactivation 

disponible en el siguiente enlace: https://opada-upct.shinyapps.io/bioinactivation_Full/ 

Debido a las características de los datos obtenidos, se utilizó el modelo de Bigelow 

disponible.  

 

3.3  Modelización de datos obtenidos en caldo TSB.  
 

Se llevó a cabo la modelización de las curvas de supervivencia obtenidas en TSB mediante el 

modelo de Bigelow. Para ello se han ajustado todos los datos de supervivencia obtenidos y los 

resultados generados por el modelo se muestran a continuación. Se ha utilizado 52,5ºC como 

temperatura de referencia.  

 

 

 

Tabla 2 

 

 

 

 

 

Parámetros D y z ajustados mediante el modelo de Bigelow en un solo paso.  

 

https://opada-upct.shinyapps.io/bioinactivation_Full/
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Fig 14 

 

Datos de supervivencia de L. monocytogenes en caldo TSB 

 

 

Figura 15 

 

. Ajuste del modelo de Bigelow a los datos experimentales de L. monocytogenes en caldo TSB. 
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Fig.16 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test de Shapiro Wilkinson de normalidad de los residuos. 

 

 

3.4  Modelización de datos obtenidos en smoothie. 
 

Se llevó a cabo la modelización de las curvas de supervivencia obtenidas en smoothie 

mediante el modelo de Bigelow. Para ello se han ajustado todos los datos de supervivencia 

obtenidos y los resultados generados por el modelo se muestran a continuación. Se ha utilizado 

52,5ºC como temperatura de referencia. 

 

 

 



28 
 

 

                                                                             Tabla 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parámetros D y z ajustados mediante el modelo de Bigelow en un solo paso. 

 

Figura 17 

Datos de supervivencia de L. monocytogenes en smoothie. 

 

 

 

 



29 
 

 

 

 

 

 

Figura 18 

 

      

Ajuste del modelo de Bigelow a los datos experimentales de L. monocytogenes en smoothie. 
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Test de Shapiro Wilkinson de normalidad de los residuos. 

 

 

 

 

 

3.5 Modelización de datos obtenidos en leche.   
 

Se llevó a cabo la modelización de las curvas de supervivencia obtenidas en smoothie 

mediante el modelo de Bigelow. Para ello se han ajustado todos los datos de supervivencia 

obtenidos y los resultados generados por el modelo se muestran a continuación. Se ha utilizado 

52,5ºC como temperatura de referencia. 
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Tabla 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parámetros D y z ajustados mediante el modelo de Bigelow en un solo pas 

 

 

Fig.20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Datos de supervivencia de L. monocytogenes en leche 
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Figura 21 

 

Ajuste del modelo de Bigelow a los datos experimentales de L. monocytogenes en leche. 

 

 

Fig. 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test de Shapiro Wilkinson de normalidad de los residuos. 
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4) CONCLUSIONES 
 

1. Listeria monocytogenes es un patógeno alimentario que puede sobrevivir a tratamientos 

térmicos y provocar listeriosis, una enfermedad grave en el consumidor.  

2. La resistencia térmica de L. monocytogenes ha sido más alta cuando se ha utilizado leche 

como medio que en caldo TSB a pH 4,4 o en un smoothie de pH 3,8.  

3. Los valores D y z obtenidos han sido comparables a los descritos en la bibliografía para 

niveles de pH similares, si bien en leche han sido elevados debido al efecto protector de 

sus componentes (grasa y/o proteínas).  

4. La modelización matemática de los datos obtenidos mediante el software Bioinactivation 

SE ha permitido describir los valores D y z de L. monocytogenes en cada medio y su validez 

estadística.  

5. Los resultados obtenidos pueden permitir optimizar el tratamiento térmico de L. 

monocytogenes en smoothie o caldo TSB acidificado. En el caso de la leche sería 

necesario contar con un mayor número de datos que permitan realizar una predicción 

con mayor significación estadística.  
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