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Paraules Clau: High hydrostatic pressure (HHP), High Pressure Processing (HPP), Listeria
monocytogenes, aliments llestos pel consum o ready to eat (RTE), barorésistencia,
bioconservacio.

1. Introduccié

1.1. Tecnologia. El tractament amb altes pressions és conegut indistintament com HPP,
acronim de Hygh Pressure Processing, 0 HHP, acronim de Hygh Hydrostatic Pressure. Es un
meétode de processament basat en I’aplicacid d’energia mecanica a un fluid, el qual
comprimeix l'aliment de forma isostatica per tal d’exercir pressions de fins a 900 MPa (~9000
atm) (Sun, 2006) amb I’objectiu principal de reduir la carrega microbiana d'aquest aliment. El
fluid transmissor de la pressio sol ser aigua, que envolta I’aliment solid, mentre que en el cas
d’aliments liquids pot ser el mateix aliment el que actua de fluid transmissor de la pressio.

A diferéncia dels tractaments térmics les altes pressions (i) no impliquen per se un augment
de temperatura, tot i que es donen augments d’uns 3°C per cada 100MPa d'augment segons la
composicié de 1’aliment, pel que no es produeixen els canvis que del tractament térmic se’n
deriven; i (ii) la pressio s’aplica de forma isostatica, el que implica que tot I'aliment rep el
mateix tractament independentment del volum i la forma (Sun, 2006).

A nivell operacional, les altes pressions es poden aplicar en semicontinu en cas d'aliments
liquids o en discontinu en el cas d'aliments solids, que hauran de ser tractats en envasos que
puguin patir deformacions de fins el 15% del seu volum retornat a la seva forma original
despreés del tractament (Sun, 2006).

1.2. Efecte de les altes pressions. A nivell molecular es veuen afectats els ponts d’hidrogen i
les interaccions hidrofobiques sense afectar els enllagcos covalents, el que implica que segons
la intensitat del tractament les proteines poden arribar a perdre la seva estructura secundaria
amb la conseguient pérdua de funcionalitat d'enzims i transportadors vitals pels bacteris, i es
produeix una cristal-litzacio dels fosfolipids de la membrana, desembocant en un augment de
la permeabilitat de la membrana i ajudant a lesionar letal o subletalment les bacteries, la qual
cosa facilita la inactivacio o I'allargament de la fase lag de les bactéries quan es combina amb
altres tractaments. Per contra, molécules més simples associades a caracteristiques
organoléptiques i nutricionals com aromes, pigments i vitamines es veuen minimament
afectats, tot i que augmenta lleugerament la susceptibilitat dels greixos a ser oxidats (a partir
dels 200-400MPa) sense que canvii el perfil d’acids grassos (McArdle et al. 2010), i a nivell
macromolecular es produeixen canvis de textura (més fermesa) i color (augment lluminositat -
L*- i color groc/blau —b*-), evident en carns vermelles, degut al desplacament o oxidacié del
grup hemo, i gairebé imperceptible en carn magre i peix (Sun, 2006). Pel que fa el grau
d’afectaci6 organoléptica Gudbjornsdottir et al. (2010) van observar que, en salmg, la textura
es veia més afectada pel temps d'aplicaci6 de les HPP que per la pressio aplicada, com es pot
veure a la (figl).
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Figl. Afectacié de la textura d'un salmé fumat segons el
tractament HPP aplicat.

Adaptada de Gudbjornsdottir et al. (2010).

1.3. Listeria monocytogenes. Es un bacil gram positiu , mobil, anaerobi facultatiu, psicrofil,
que pot créixer en un ampli rang de pH (4,4-9,4) i Aw>0,92, que és bastant halotolerant (pot
créixer a concentracions de sal de entre 14-15% i sobreviure a concentracions superiors al
30%) i relativament barotolerant tot i no ser esporulat. Es de vital importancia en aliments
RTE (Ready To Eat), ja que és un bacteri patogen molt ubic i que pot contaminar
especialment productes processats després del tractament térmic, en que la competéncia
microbiana és gairebé nul-la (sobretot si es conserva en refrigeracid), o productes altament
processats sense tractament termic posterior. A aquest fet, es pot sumar que la refrigeracio en
els frigorifics domestics a Europa sol trobar-se majoritariament (percentil 95%) a 6,9°C
(FAO/OMS, 2004), mentre que I’aturada de la multiplicacié de Listeria monocytogenes es
ddna a temperatures inferiors a +1°C (Marcos et al,2008).

La perillositat de Listeria monocytogenes es plasma en dades com les proporcionades per la
EFSA (2014), segons les quals I'any 2012 va ser el patogen d’origen alimentari amb un ratio
d’hospitalitzacié (91,6%) i mortalitat (17%) més elevada a la UE, i que va causar la mort de
més persones a la UE (198) que la suma de totes les altres bactéries patogenes d’origen
alimentari, sumant Campilobacter (31), Salmonella (61) i E. coli verotoxigénic (12). La
listeriosi, malaltia causada per Listeria monocytogenes, és cursada majoritariament per
neonats, ancians i persones immunologicament deprimides, i tot i que a la UE el rati de
notificacié per cada 100.000 habitants és baix (0,41) en comparaci6 amb els altres
microorganismes en els ultims anys han anat augmentant (EFSA, 2014), sent d'especial
preocupacié en salmo fumat i marinat, productes carnis i formatges de pasta tova (taula 1).



Taula 1. Percentatge de mostres amb presencia i recomptes per
sobre dels limits legals de Listeria monocytogenes en RTE al
final de la vida util, 2010-2011 (EFSA, 2013).

Tipus RTE Presencia Recompte > 100ufc/g®
(%) (%)

Salmo fumat i marinat 10,3 1,7

Productes carnis 2,07 0,43

Formatges de pasta blanda 0,4 0,06

®Limit al final de la vida Util, sengons el Reglament (CE) 2073/2005.

2. Letalitat de les HPP sobre Listeria monocytogenes en diferents productes RTE.

2.1. Productes carnis. Partint de la base que a +1°C es considera que Listeria monocytogenes
es troba en estat de laténcia durant llargs periodes temps, de fins a 40 dies, i que a 6°C el
creixement és molt rapid des del primer dia, Marcos et al. (2008) van observar que aplicant
HPP (400MPa; 10min.) a pernil cuit es podia allargar la fase de laténcia fins a 20 dies a 6°C,
que en combinacié amb enterocines la fase de laténcia es mantenia fins que es produia una
ruptura en la cadena de fred (24 hores a temperatura ambient) i que aplicant una combinacio
de lactat potassic i diacetat sodic la fase de laténcia es mantenia fins i tot després de la ruptura
de la cadena de fred, tot i que I'addicié del lactat no tenia un efecte sinérgic en la reduccié
logaritmica durant el tractament amb HPP, fet també observat per Patterson et al., (2011).
Aquests efectes sinérgics durant i després del tractament HPP s'han observat també quan hi
havia una inoculacié prévia de Weissella viridescens, que uneix el seu efecte antilistéric a la
seva capacitat de sobreviure al tractament HPP, amb la qual cosa s'allarga la fase lag de
Listeria monocytogenes en 35 dies (Patterson et al, 2011). D'igual forma, en salsitxes tipus
Viena, que son cuites, curades i envasades, Chung et al. (2010) van observar reduccions
logaritmiques de més de 5log ufc/g en les soques més baroresistents, quan es combinaven les
HPP (500MPa;1min.) amb una inoculacié prévia de Lactobacillus casei, mentre que els
tractaments per separat significaven reduccions per sota dels 3log ufc/g. Aquests dos
tractaments amb microorganismes inoculats son exemples de biopreservacié units a
tractaments HPP, com també ho son les enterocines, tractades anteriorment, o la nisina, la
inoculacié de la qual pot causar en reduccions de fins a 7log ufc/g en pernil sec curat tractat a
600MPa durant 5min (Hereu et al, 2012a), o la combinacié de HPP amb olis essencials, com
els de Citrus reticulata o Thymus algeriensis, o els seus components purs, com (+)-limoneno
o el carvacol, que produeixen reduccions superiors a 5log en combinaci6 amb HPP, i
produeixen reduccions addicionals després del tractament de 3 log en emmagatzemament a
4°C (Espina et al, 2013).

Pel que fa I'estudi en que més s'ha allargat la vida Gtil d'un producte, Jofré et al. (2009) van
observar en diferents productes RTE carnis una prolongacié de la vida Gtil de 120 dies amb el
producte refrigerat a 4°C després del tractament HPP a 600MPa durant 6min. previa
inoculacio i inactivacié de 3,5log ufc/g de Listeria monocytogenes, resultats que es van repetir
amb la inoculacié d'altres microorganismes patogens no esporulats i alteradors, tot i que
aquests resultats segurament també haurien estat satisfactoris amb majors nivells de
contaminacio, com en els estudis que van dur a terme posteriorment (Jofré et al., 2010), a on
van aconseguir reduccions de 8.9log ufc/g aplicant 400MPa durant 5min., tot i que Listeria
monocytogenes es recuperava a temperatures d'abus (14 i 22°C) fins arribar a recomptes de
2log ufc/g, la qual cosa s'evitava augmentant la pressio fins a 900MPa. En els productes RTE
carnis de més risc, com el carpaccio de pollastre, es poden aconseguir reduccions de 4,8log
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ufc/g aplicant 400MPa durant 10min. i allargaments de la vida util de 7 dies (Bravo et al,
2014).

Altres estudis mostren com la combinacio d'altes pressions aplicant 400MPa durant 20min.
amb nisina redueixen significativament els recomptes de Listeria monocytogenes en forma de
biofilm, de 3 reduccions logaritmiques ufc/g sense nisina a 6 amb nisina, dificultant en aquest
ultim cas la seva posterior recuperacio, resultats similars als observats al baixar el pH a 5, en
que tant amb nisina com sense les reduccions sobrepassaven les 6log ufc/g (Gou et al, 2011).

2.2. Productes de la pesca. Com en el cas dels productes carnis la inoculacié de bacteris
acid-lactis (BAL) pot augmentar la seguretat dels productes fermentats i disminuir el temps de
maduracio necessari abans de treure al mercat, ja que com van observar Stollewerk et al.
(2014) les altes pressions aplicades a 600MPa durant 5min. inhibeixen inoculs inicials de
150ufc/g, sense inhibir completament els BAL, amb el que es redueixen els 27 dies de
maduracio habituals necessaris per inhibir Listeria monocytogenes en salsitxes de peix
fermentades. També les concentracions de sal entre 1-3% semblen ser una barrera addicional
en productes de la pesca, com mostren Basaran-Akgul et al. (2010), que van observar
reduccions de més de 8log ufc/g en aquestes concentracions de sal, sempre que s'apliquessin
tractaments per sobre dels 517MPa durant 5min., en comparacié a les 4log en mostres sense
sal.

Altres tractaments innovadors en peix els van aplicar Ritz et al. (2008), que van aprofitar el
descens del punt de congelacié en aplicar altes pressions per evitar que el tractament
malmetés en excés l'estructura del producte, aconseguint reduccions de 4,89 a pH neutre i
8,91og a pH4,5, en aplicar 200MPa a -18°C, pressio a la qual I'aigua continua essent liquida.

2.3. Productes lactis. Arriagada (2013) va observar que l'aplicacié de 500MPa durant 5min.
al formatge fresc augmenta la vida util fins a 21 dies en refrigeracié (en comparacié amb els
7-8 dies d'un formatge fresc sense tractar) i que tot i que es produeixen canvis significatius en
el color (més groc) i la textura (més ferm) no va afectar a la preferéncia dels integrants dels
panells de catadors, resultats que en formatges madurats durant poc temps poden ser Utils,
com van observar Linton et al (2008), que van tractar llet crua destinada a la fabricacio de
formatge Camembert a 500MPa durant 10min. obtenint resultats satisfactoris
microbiologicament i organoléptica.



Taula 2. Reduccions de Listeria monocytogenes en diferents productes RTE segons el tractament HPP i amb combinaci6 d'altres tractaments barrera

Aliment Pressi6 Temps Temperatura Reduccions Combinacié Allargament Font

(MPa)  (min.) (°C) log (ufc/g) tractaments vida (til o fase

lag (dies)

Pernil cuit 400 10 17 2,5-34 20 (6°C)° (Marcos et al, 2008)
Pernil cuit 400 10 17 2,5-34 Enterocines 40 (6°C)° (Marcos et al, 2008)
Pernil cuit 400 10 17 2,5-34 Lactat+diacetat” 60 (6°C)° (Marcos et al, 2008)
Pernil cuit 600 6 31 3.5 >120 (4°C)™ (Jofré et al, 2009)
Pernil sec curat 600 6 31 3.5 >120 (4°C)™ (Jofré et al, 2009)
Pernil sec curat 600 5 15 7 Nisina >60 (8°C)° (Hereu et al, 2012a)
Pernil sec curat (4% sal) 750 5 21 5,27 (Bover-Cid et al, 2011)
Llom de vedella marinada 600 6 31 3.5 >120 (4°C)™ (Jofré et al, 2009)
Gall d'indi cuit 400 2 4 3,8 (Juck et al, 2012)
Gall d'indi cuit 600 2 4 51 (Juck et al, 2012)
Salsitxa vienesa 500 1 25 >5¢ Lactobacillus casei (Chung et al, 2010)
Pasta de peix (verat) 400 7 20-25 >5 (Ramaswamy, 2008)
Truita® 414 5 20 >4 (Basaran-Akgul et al, 2010)
Truita® 517 5 20 >5 (Basaran-Akgul et al, 2010)
Truita® 414 5 20 >2 1-3% sal (Basaran-Akgul et al, 2010)
Truita® 517 5 20 >g¢ 1-3% sal (Basaran-Akgul et al, 2010)
Salmé fumat 200 180 -18 4,28 -18°C; pH=7 (Ritzet al, 2008)
Salmé fumat 200 180 4°C 4,89 pH=4,5 (Ritzet al, 2008)
Salmé fumat 200 180 -18 8,91° -18°C; pH=4,5 (Ritzet al, 2008)
brain-heartinfusion 400 10 15 >8-9¢ 7° (Jofré et al, 2010)
brain-heartinfusion 900 10 15 >8-9¢ >21° (Jofré et al, 2010)
Suc de poma 375 20 20 <1 (Espina et al, 2013)
Suc de poma 375 20 20 >5¢ Olis essencials (200puL) (Espina et al, 2013)
Llet crua (per Camembert) 500 10 20 >4 (Linton et al, 2008)
Formatge fresc 500 15 18 >5 (Arriagada, 2013)

(Hnosko et al, 2012)

40ncorhynchus mykiss
*Vida dtil
‘Fase lag

Descens per sota del limit de detecci6



3. Diferencies en la barotolerancia de Listeria monocytogenes

Les diferencies en la barotolerancia de les diferents soques no només ve determinada pel
genotip i el fenotip de cada soca, siné que també afecten aspectes com 1’estat fisiologic, la
matriu alimentaria o la combinacio de tractaments (Bravo et al. 2014), aixi, per exemple, s'ha
observat que (i) les cél-lules en fase estacionaria son més barotolerants que les que es troben
en fase-log (Rendueles et al. 2011; Shearer et al. 2010), la qual cosa dona emfasi a la
importancia de la neteja i desinfeccio de les superficies i estris en contacte amb aliments per
que les possibles cél-lules pressents no arribin a la fase estacionaria (Shearer et al. 2010); (ii)
que la barorresistencia disminueix quan les cél-lules creixen entre 10 i 25°C i augmenta
significativament quan ho fan als 40°C o per sobre (Juck et al. 2012; Shearer et al. 2010);
segons Hayman et al. (2008a) (iii) les HPP no sén efectives per la reduccié de Listeria
monocytogenes en aliments amb Aw<0,83, com es pot observar a la (fig2), en que es passa de
reduccions entre 6,5-7,5log ufc/g (Aw>0,86) a reduccions de 2,5log ufc/g (Aw entre 0,86-
,083) i a reduccions gairebé nul-les a Aw<83, possiblement degut a que les proteines de la
membrana perden flexibilitat i no son deformades ni desnaturalitzes amb aquest tractament.
Resultats que s'accentuen en experiments in vivo, com els de Bover-Cid et al. (2011) que en
pernil curat (Aw=0,88) van necessitar fins a 750MPa per aconseguir reduccions de 5log,
mostrant les diferencies de barorresisténcia segons la matriu alimentaria i estat fisiologic; (iv)
que despres del xoc téermic Listeria monocytogenes augmenta la seva barorresisténcia, com es
pot veure a la (fig3), en que Hayman et al. (2008b) van observar que després d'un xoc téermic
a 48°C durant 5 minuts previ al HPP augmentava significativament la barorresisténcia de
Listeria monocytogenes; que (v) la efectivitat de les altes pressions és superior quan
s'apliquen entre 40 i 60°C (Rendueles et al, 2011); i que (vi) quan s'apliquen a baixes
temperatures la barorresistencia és menor, degut possiblement als canvis en l'estructura i
fluidesa de la membrana atribuibles a la cristal-litzacio parcial dels lipids que la formen
(Rendueles et al. 2011).

Logio CFU/g

0 20 40 B0 80 100
Percent glycerol

Fig2. Recomptes logaritmics de Listeria monocytogenes després aplicar 600MPa durant 5
minuts a temperatura ambient, en funcié de I'Aw (diferents concentracions de glicerol).

Llegenda: (.)activitat d'aigua; (@) recompte log (ufc/g).

(Hayman et al, 2008a)
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Fig3. Recomptes logaritmics de Listeria monocytogenes després
aplicar 400MPa durant 90 segons a temperatura ambient (previ
xoc térmic a 482C). Inocul inicial 7log ufc/g llet esterilitzada.

(Hayman, et al., 2008b)

4. Aplicacio comercial de les HPP al mon

4.1. Aliments en que s'aplica. Els equips d'alta pressio comercial es troben majoritariament a
I'America del Nord, que n'acumula aproximadament el 60%, tot i que els primers equips €es
van instal-lar al Jap6 a la decada de 1990 per tractar melmelades. En la taula 3 s'observen
alguns exemples d'aliments i tractaments, perd majoritariament s'utilitza en pel processament
de productes vegetals (36%) i productes carnis (30%), seguit de productes de la pesca i sucs i
begudes (un 14% cadascun), sent la resta d'aplicacions marginals (Tonello, 2010).

4.2. Costos. En general, els costos de produccié de les HPP baixen quan els aparells s6n més
grans i de més capacitat, tenint en compte que els preus de les maquines es mouen entre
500.000 i 2.000.000 € per capacitats entre 55 i 425 Litres, suposant el cost de I'equip el 60%
de la inversio, un 36% el manteniment i menys d'un 4% de costos de produccio, sent el
consum d'aigua gairebé negligible (Arriagada, 2013). En general el tractament més estes és el
d'aplicar 600MPa durant 3-5 minuts, ja que aquest tractament inactiva la majoria de
microorganismes vegetatius (Patterson et al, 2011).

Taula 3. Productes RTE tractats per HPP disponibles
comercialment i tractament als que han estat sotmesos.

Aliment Pressi6  Temps Vida util
(MPa)  (minuts) (dies)

Guacamole 600 10 30

Sucs i begudes 450 10

Marisc 200-300 1

Pernil cuit 400 10 60

Pernil sec curat 600 10 40

(sense refrigeracio)

Sucs de fruita 450 10

Tonello, 2010



4.3. Aplicacio industrial. Les empreses que apliquen altes pressions han de tenir en compte
dos premisses com son que les cinetiques d'inactivacié no segueixen equacions de primer
ordre, pel que el seu calcul és dificil, sobretot a pressions superiors a 700MPa (Hereu et al,
2012b; Chung et al, 2010), i que un canvi en la formulacié pot afectar negativament a la
reduccid de Listeria monocytogenes, com mostren els estudis de Stollewerk et al. (2012), que
van observar que canviant NaCl per KCI en la formulacié d'un pernil sec curat i fumat
baixava la efectivitat del tractament front Listeria monocytogenes, la qual cosa indica que
possiblement els canvis de formulacié s'haurien de complementar amb nous challenge test.

5. Conclusions

Listeria monocytogenes és un patogen que tot i no tenir una alta morbilitat si té una alta
mortalitat en comparacio amb la resta de bactéries patogenes d'origen alimentari, aquest factor
sumat la seva ubiquitat, supervivencia en ambients hostils i a I'augment de les listeriosis a la
UE27 fa que aquest patogen estigui en el punt de mira de les autoritats europees, sent
d'especial preocupacio en aliments RTE, ja que estan altament processats, no es fa un
tractament téermic posterior i es solen emmagatzemar en fred.

Per eliminar aquest patogen una de les solucions alternatives al tractament térmic son les altes
pressions, que disminueixen la carrega patogenica vegetativa eficientment a pressions de
600MPa durant 2-3 minuts sense afectar significativament a la qualitat organoléptica dels
productes RTE, i que aplicat juntament amb tractaments barrera com bacteriocines, bacteris
competidors, olis essencials, tractament a temperatures per sota de 0°C o baix pH
disminueixen els recomptes després del tractament, dificulten la recuperacid de cel-lules
lesionades subletalment i/o allarguen la fase de laténcia de Listeria monocytogenes i la vida
util dels aliments a diferents temperatures d'emmagatzemament, amb el consequient benefici
economic.

Per ultim, les empreses que apliquen altes pressions han de tenir molt en compte que la
barorresisténcia de Listeria monocytogenes pot augmentar segons les condicions d'estrés
previes al tractament HPP i segons les condicions d’aquest tractament; i que hi ha diferencies
significatives entre les reduccions segons la matriu alimentaria, pel que és recomanable fer
Challenge tests per producte (també guan hi ha canvis en la formulacio), els quals s'han de fer
tenint en compte que les cél-lules poden haver patit lesions subletals que impedeixin el
creixement a curt termini, pero no necessariament a llarg termini, i que segons el medi de
cultiu la recuperacio pot ser diferent.
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