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Abstract 

Microorganisms have the ability to develop adaptive responses when they are subjected to 
sublethal conditions, triggering general defense mechanisms which are capable to increase 
resistance to this and other stresses, among those it’s can be found the different methods 
of food preservation. Among the methods of bacterial inactivation at the industrial level, 
conventional thermal treatments present many advantages and is one of the most widely 
used. However, microwave processing, although has also several advantages is not so high 
employed. Therefore, the present project aims at determining the effect of different 
stressing conditions like acid shock as well as the effect of the heating medium pH on the 
inactivation and sublethal damage of Listeria monocytogenes treated with technologies 
such as conventional thermal and microwaves treatments, among others, in food. 
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Resumen 

Los microorganismos poseen capacidad de desarrollar respuestas de carácter adaptativo 
cuando han sido sometidos a condiciones subletales, activando mecanismos generales de 
defensa capaces de provocar un aumento en su resistencia a éste y otros estreses, entre los 
que se encuentran los diferentes métodos de conservación de alimentos. Entre los métodos 
de inactivación bacteriana a nivel industrial, el tratamiento térmico convencional presenta 
numerosas ventajas y es uno de los más extensamente utilizados. Sin embargo, el 
procesado con microondas tiene también ventajas y no es tan empleado. Por lo tanto, el 
presente proyecto tiene como objetivos la determinación del efecto de diferentes 
condiciones de estrés, como un choque ácido, así como el efecto del pH del medio de 
calentamiento sobre la inactivación y daño subletal de Listeria monocytogenes sometida a 
tecnologías como un tratamiento térmico convencional y tratamiento por microondas, 
entre otros, en alimento. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Listeria monocytogenes es un microorganismo patógeno, bacilo Gram-positivo, aerobio, 
anaerobio facultativo y catalasa positivo. La enfermedad causada por la infección, conocida como 
listeriosis, presenta como síntomas diarrea, fiebre y dolor muscular. Si no se trata, puede 
desencadenar en septicemia y daño del sistema nervioso central (encefalitis, meningoencefalitis) 
[1]. 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 [2]. 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) [3]. 

Durante muchos años de investigación microbiológica, numerosos son los estudios que 
demuestran que cuando determinados microorganismos son expuestos, durante un tiempo 
predeterminado, a una situación adversa (estresante), son capaces de sobrevivir, posteriormente, 
a una situación letal [4]. Ferrerira y colaboradores [5] observaron que tras la exposición de 
Listeria monocytogenes a un pH ácido, el microorganismo incrementó su resistencia al fluido 
gástrico, demostrando que la exposición previa a una condición estresante, pero no letal, puede 
resultar en una adaptación y desarrollo de mecanismos que le permiten sobrevivir a condiciones 
letales. Este fenómeno es conocido como adaptación al estrés, descrito comúnmente como un 
aumento de la resistencia de un microorganismo a factores realmente letales tras una leve 
exposición a una situación de estrés [4]. 

Pero, no sólo presentan la capacidad de desarrollar un incremento contra esa situación letal, 
sino también frente a otros agentes estresantes, entre los que se encontrarían los diferentes 
métodos de conservación de alimentos. Se ha observado que la inducción de la tolerancia a un 
determinado tipo de estrés, conlleva la tolerancia a otros tipos de estrés, aunque éstos sean letales 
en ausencia de una inducción previa (resistencia cruzada) [6, 7]. Por esa razón, es necesario 
investigar en las respuestas adaptativas a diferentes condiciones de conservación 
individualmente y en conjunto para poder determinar la aplicación adecuada de los factores de 
conservación [8]. 

Listeria monocytogenes es capaz de expresar proteínas del choque térmico cuando 
desarrolla resistencias subletales al calor, aunque este mecanismo continúa sin esclarecerse 
totalmente para este microorganismo [9]. Son muchos los factores que influyen en la resistencia 
al calor de Listeria monocytogenes, como serían el tipo de cepa, las condiciones de crecimiento 
previas, exposiciones previas a otros estreses, tipo de alimento en el que se encuentre, el diseño 
experimental llevado a cabo, entre otros. 

El principal objetivo de cualquier proceso de conservación es minimizar el crecimiento de 
microorganismos alterantes y patógenos. Por lo tanto, las investigaciones de hoy en día están 
encaminadas hacia la búsqueda de técnicas que cada vez garanticen más la calidad y seguridad 
alimentaria con la mínima alteración de las cualidades nutritivas y organolépticas del producto. 

Durante las últimas décadas, una gran variedad de tecnologías han sido investigadas como 
métodos de inactivación de agentes patógenos presentes en los alimentos. Entre estas tecnologías, 
se encuentra el tratamiento térmico convencional y por microondas. El calentamiento por 
microondas tiene lugar como resultado de la fricción molecular entre las moléculas de agua 
presentes en el alimento, bajo un campo eléctrico oscilante a una frecuencia específica [10]. 

En los últimos años, el uso del calentamiento por microondas para mejorar la seguridad 
microbiológica de los alimentos ha sido probado con éxito en varios productos alimenticios de 
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origen animal y vegetal. La tecnología de microondas se ha utilizado en el procesado de alimentos 
durante varias décadas, como en el secado, la descongelación y la esterilización, entre otros [11]. 

 Por lo tanto, el presente proyecto de tesis doctoral tiene como objetivos la determinación 
del efecto de distintas condiciones de estrés (como un choque ácido, …) sobre la inactivación y 
daño subletal de Listeria monocytogenes sometida a tratamientos por diferentes tecnologías como 
un térmico convencional y por microondas, entre otros, en alimentos. 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Microorganismo  

Los microorganismos que serán usado en este estudio serán patógenos alimentarios como 
Listeria monocytogenes, entre otros, proporcionados por Colecciones de Cultivo como la Colección 
Española de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, España). Las cepas serán almacenadas a – 80 °C (20% 
glicerol) hasta su uso. Para los experimentos de crecimiento y supervivencia, se prepararan 
medios de cultivo apropiados como el caldo tripticasa de soja (TSB). 

2.2 Aplicación de un choque ácido y otras condiciones de estrés  

Se aplicarán choques ácidos siguiendo la metodología especificada por Sotomayor Ballesta 
[12] y otros tipos de estreses. 

2.3. Determinación de la termorresistencia/inactivación de L. monocytogenes  

2.3.1 Tratamiento térmico convencional 

La determinación de la termorresistencia del microorganismo se llevará a cabo en un 
termorresistómetro Mastia [13]. Los tratamientos térmicos se llevaran a cabo a diferentes 
temperaturas, en diferentes medios de calentamiento, a diferentes pHs, en alimentos (ácidos y 
neutros) y bajo diferentes condiciones (isotermas y no-isotermas).  

2. 3.1 Tratamiento por microondas 

Se utilizarán equipos de microondas del grupo GEM del Laboratorio de Electromagnetismo 
y Materia (Edificio ELDI - UPCT) provistos de sensores de fibra óptica que registran la 
temperatura que se está alcanzando en diferentes puntos de la muestra.  

2.4. Determinación del daño subletal 

Para detectar los daños de las envolturas celulares se utilizará la técnica del medio selectivo. 
Tras los tratamientos, las células se cultivarán en un medio no selectivo y otro selectivo, estimando 
el porcentaje de células dañadas por comparación de la fracción de supervivientes en ambos 
medios. Como medio selectivo se utilizará TSA, conteniendo la concentración máxima no 
inhibitoria de cloruro sódico. 

 

3. RESULTADOS 

Con el trabajo a llevar a cabo para el desarrollo de esta tesis doctoral se pretende alcanzar 
la optimización de tratamientos de diferentes tecnologías, como el calentamiento convencional y 
por microondas, teniendo en cuenta distintas condiciones de estrés y tratamiento, para garantizar 
la seguridad microbiológica minimizando la alteración de la calidad organoléptica y nutricional 
del producto tratado. 
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4. CONCLUSIONES 

 El presente estudio pretende avanzar en la investigación sobre la validación de tratamientos 
térmicos suaves para la conservación de alimentos: el establecimiento de la seguridad 
microbiológica. 
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