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RESUMEN 
 

Como alternativa al procesado térmico y al uso de aditivos químicos, la 
“tecnología de barreras” plantea la combinación de metodologías no 
térmicas con antimicrobianos naturales para obtener alimentos mínimamente 
procesados pero seguros. Por ello, el objetivo del presente estudio fue 
evaluar el efecto de Stevia rebaudiana Bertoni y de las altas presiones 
hidrostáticas sobre Listeria monocytogenes en una bebida mezcla de zumos 
y leche. Los resultados obtenidos demuestran que S. rebaudiana puede 
acelerar la inactivación de L. monocytogenes en la matriz desarrollada, 
sobre todo si ésta se conserva en refrigeración o si se somete a altas 
presiones hidrostáticas, dado el sinergismo detectado entre ambos métodos 
de conservación. En consecuencia, esta combinación podría llegar a 
emplearse para alargar la vida útil de bebidas refrigeradas listas para el 
consumo en las que, además, no debería añadirse azúcar porque S. 
rebaudiana es un edulcorante natural acalórico autorizado.  

 
 

RESUM 
 

Com alternativa al processat tèrmic i a l'ús d'additius químics, la 
“tecnologia de barreres” planteja la combinació de metodologies no 
tèrmiques amb antimicrobians naturals per obtindre aliments mínimament 
processats, però segurs. Per això, l’objectiu del present estudi fou avaluar 
l'efecte de Stevia rebaudiana Bertoni i de les altes pressions hidrostàtiques 
sobre Listeria monocytogenes en una beguda mescla de sucs i llet. Els 
resultats obtinguts demostren que S. rebaudiana pot accelerar la inactivació 
de L. monocytogenes en la matriu desenvolupada, sobretot si es conserva 
en refrigeració o si es sotmet a altes pressions hidrostàtiques donat el 
sinergisme detectat entre ambdós metodologies. En conseqüència, aquesta 
combinació podria arribar a utilitizar-se per a allargar la vida útil de begudes 
refrigerades llestes per al consum en les què, a més, no hauria d'afegir-se 
cap sucre perquè S. rebaudiana és un edulcorant natural acalóric autoritzat.  
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ABSTRACT 
 

As an alternative to thermal processing and chemical additives, the 
“hurdle technology” raises the use of non-thermal methodologies combined 
with natural antimicrobials in order to obtain minimally processed safe foods. 
For this, the aim of this study was to evaluate the effect of Stevia rebaudiana 
Bertoni and high hydrostatic pressures against Listeria monocytogenes in a 
fruit-juice and milk beverage. The obtained results show that S. rebaudiana 
can accelerate the inactivation of L. monocytogenes in the developed matrix, 
especially if it is kept under refrigeration or if it is subjected to high hydrostatic 
pressures due to the synergism that was detected between both preservative 
methods. Consequently, this combination could potentially be used to 
prolong the shelf life of ready-to-eat beverages in which no sugar have to be 
added in because S. rebaudiana is a non-caloric authorised natural 
sweetener. 

 
 

Palabras clave: Tecnología de barreras, Sinergismo, Stevia rebaudiana 
Bertoni, Altas presiones hidrostáticas, Listeria monocytogenes, Cinéticas de 
inactivación. 

 
 

INTRODUCCIÓN 
 
Las toxiinfecciones alimentarias son un grave problema de salud pública 

y no sólo preocupan a países subdesarrollados o en vías de desarrollo. 
Según el Centro de Control y Prevención de Enfermedades, en Estados 
Unidos, cada año, 48 millones de personas sufren enfermedades asociadas 
al consumo de alimentos contaminados; de ellas, 128.000 son hospitalizadas 
y 3.000 mueren (CDC, 2011).  

En consecuencia, pese a los avances logrados en materia de higiene y 
seguridad alimentaria, sigue siendo necesario el desarrollo de nuevas 
estrategias que permitan reducir y controlar la presencia de patógenos en 
alimentos, sin olvidar la importancia que tienen un buen sistema de 
vigilancia, la potenciación de buenas prácticas de higiene (Good Hygienic 
Practices; GHP) y la implementación de planes de análisis de peligros y 
puntos de control críticos (Hazard Analysis and Critical Control Points; 
HACCP). 

Hasta ahora, la aplicación de tratamientos térmicos intensos y el uso de 
conservantes químicos han sido las metodologías mayoritariamente 
empleadas por la industria para asegurar la inocuidad de los alimentos y 
alargar su vida útil (Raso y Barbosa-Cánovas, 2003).  

Hoy ambas  tecnologías resultan poco convenientes teniendo en cuenta 
que el consumidor actual prefiere alimentos frescos o mínimamente 
procesados, sin aditivos químicos de ningún tipo (Raso y Barbosa-Cánovas, 
2003; Ross et al., 2003).  

Como alternativa, desde hace algunos años, se potencia el uso de 
tecnologías no térmicas que respeten las características nutricionales, 
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sensoriales y funcionales del producto, así como la adición de conservantes  
naturales de origen animal, vegetal o microbiano (Somolinos et al., 2009). 
Principalmente se persigue la combinación de ambas estrategias porque, en 
algunos casos, la aplicación conjunta es más efectiva que la aplicación por 
separado, con lo que se minimiza al máximo el posible efecto de éstas sobre 
las características del alimento (“Tecnología de barreras”; Leinster, 2000). 

Entre las técnicas no térmicas desarrolladas se incluye la aplicación de 
altas presiones hidrostáticas (APH), capaces de inactivar microorganismos 
patógenos y/o alterantes (Alpas et al., 1999; Chen y Hoover, 2003; Pina-
Pérez et al., 2009; Saucedo-Reyes et al., 2009) dando lugar a productos 
microbiológicamente estables y seguros, que además, mantienen en mayor 
medida sus propiedades porque la compresión adiabática del agua no 
comporta un aumento considerable de la temperatura (unos 3 ºC por cada 
100 MPa) (Renduelles et al., 2011). 

Entre los conservantes naturales destacan los de origen vegetal porque, 
además de ser agentes bacteriostáticos y/o bactericidas, (Belda-Galbis et al., 
2010; Belda-Galbis et al., 2011; Ferrer et al., 2007; Pina-Pérez et al., 2009), 
muchos son considerados GRAS (Generally Recognised As Safe) y tienen 
efectos positivos sobre la salud del consumidor habitual (Burt, 2004; 
Javanmardi et al., 2003). 

Stevia rebaudiana Bertoni (stevia) (Figura 1) es un arbusto perteneciente 
a la familia Asteraceae, nativo de Paraguay pero también presente en zonas 
colidantes de Brasil y Argentina (Lemus-Mondaca et al., 2012). Sus hojas 
han sido utilizadas desde antaño por los indios Guaraníes para endulzar 
diversos alimentos porque su poder endulzante es muy superior al de la 
sacarosa. Ello se debe a la presencia de glicósidos diterpenos, entre los que 
destacan el steviósido y el rebaudiósido A (hasta 300 y 450 veces más 
dulces que la sacarosa, respectivamente) (Crammer e Ikan, 1986) (Figura 1).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1. Stevia rebaudiana Bertoni (A) y estructuras químicas del 
esteviósido (B) y el rebaudiósido A (C) presentes en sus hojas. 

(A) (B) 

(C) 



4 
 

Hoy en día, extractos de las hojas son empleados como aditivos 
alimentarios y, además, se sabe que tienen efectos positivos sobre la salud 
humana, entre otras cosas, por su capacidad antioxidante, hipoglicemiante, 
anticariogénica, anticancerígena y antiinflamatoria (Blauth de Slavutzky, 
2010; Chen et al., 2006; Das et al., 1992; Gantha et al., 2007; Jayaraman et 
al., 2008; Shukla et al., 2011; Zehar et al., 2006).  

En Asia y Sud América, pueden adquirirse bebidas, salsas, caramelos, 
galletas, yogures y otros productos en cuya formulación se sustituye todo o 
parte del azúcar por stevia, sin que ello altere sus propiedades físicas 
(Madan et al., 2010). 

En Europa y Estados Unidos, se ha autorizado recientemente el uso de 
esteviósidos como edulcorantes de uso alimentario por la Food and Drug 
Administration (FDA, 2008) y por la Agencia de Seguridad Alimentaria 
Francesa (Le Journal officiel de la République Française, 2009), en este 
último caso, después de que el comité de expertos de la FAO/OMS en 
aditivos alimentarios (JEFCA) y la Autoridad Europea de Seguridad 
Alimentaria mostraran una opinión positiva respecto a su seguridad (EFSA, 
2010; FAO y WHO, 2008). 

Dadas sus propiedades, recientemente se ha propuesto el uso de 
distintos extractos de stevia como conservante de alimentos. Para ello se 
han llevado a cabo estudios en los que se evalúa su actividad antimicrobiana 
empleando diversas metodologías.  

El ajuste de los datos observados a modelos matemáticos es una de las 
posibilidades más interesantes porque permite generar ecuaciones con las 
que predecir la respuesta de un microorganismo a condiciones no probadas 
a partir del comportamiento mostrado bajo condiciones definidas y 
controladas (Ross y McMeekin, 1994). Así, puede conocerse el efecto de 
cualquier conservante o tecnología de conservación sobre el crecimiento y/o 
la inactivación bacteriana en medio de referencia y en matrices alimentarias. 

Por todo lo expuesto, el principal objetivo de la presente tesis de máster 
fue evaluar desde un punto de vista cinético, el efecto antimicrobiano de la 
stevia y de las APH, por separado y de forma conjunta, sobre la inactivación 
de Listeria monocytogenes en una bebida compuesta por zumos y leche, 
teniendo en cuenta que L. monocytogenes es uno de los patógenos 
transmitidos por alimentos que más preocupa a la industria dada su 
ubicuidad, su capacidad para formar biofilms en superficies de todo tipo 
(Møretrø y Langsrud, 2004) y su tolerancia a condiciones extremas de pH, 
oxígeno, temperatura y salinidad (Codex Alimentarius Commission, 2002; 
Gandhi and Chikindas, 2007; Mosqueda-Melgar et al., 2008). 

 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Microorganismo 
 

A partir de un liófilo proporcionado por la Colección Española de Cultivos 
Tipo se obtuvieron múltiples viales de la cepa a estudio (L. monocytogenes 
CECT 4032), siguiéndose el método descrito por Saucedo-Reyes et al. 
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(2009). Su concentración celular promedio se determinó por recuento de 
viables en Agar Triptona Soja (TSA; Scharlab S.L., España). El valor 
obtenido a partir de cuatro muestras fue de 7,60 × 109 ufc/mL.  
 
Formulación y obtención de la bebida 
 

La bebida utilizada en el presente trabajo se formuló teniendo en cuenta 
el creciente interés en zumos no procedentes de concentrados, enriquecidos 
con leche o bebidas similares, y que, además, contienen componentes 
bioactivos (Sharma, 2005). Su composición pormenorizada se muestra en la 
Tabla 1.  

 
TABLA 1. Composición de la bebida formulada. 

Ingrediente  % 

Zumo de mango  10 
Zumo de naranja  7,5 
Zumo de papaya  32,5 
Bebida de avena  20 
Infusión de stevia/Agua  30 

 
Para su obtención se prepararon y mezclaron en las proporciones 

adecuadas los zumos de mango, naranja y papaya, empleando exprimidores 
convencionales, equipos de molienda (FitzMill®, FitzPatrick, USA), prensas 
neumáticas, tela de lino y tamices de 0,297 μm, que, en conjunto, 
permitieron la producción de una mezcla filtrada y homogénea, 
aprovechando al máximo las piezas de fruta adquiridas. 

La infusión de stevia se obtuvo a partir de hojas secas suministradas por 
la empresa Anagálide S.A. (España) y agua embotellada llevada a ebullición. 
Tras 30 minutos en reposo, la mezcla agua-hojas se filtró, alicuotó y 
almacenó a -40 ºC, empleándose para la filtración un matraz kitasato, un 
embudo Büchner y papel de filtro (Whatman® Nº 1, Whatman International 
Ltd, UK), obteniéndose un stock concentrado de infusión de stevia. 

La mezcla de zumos y el batido de avena (Lactavena-Santiveri®, 
Santiveri® S.L., España) también se alicuotó y congeló a -40 ºC. 

Antes de ser utilizados, los zumos y la leche se descongelaban a 
temperatura ambiente, se mezclaban y se esterilizaban en autoclave de 
forma conjunta. Tras ello, en condiciones de asepsia, se añadía la infusión, 
previa esterilización en cámara de flujo laminar empleando filtros de 0,20 μm 
(Minisart®, Sartorius, España). 

En las muestras control sin stevia la infusión era completamente 
reemplazada por agua embotellada estéril que, además, se utilizaba para 
diluir la infusión y obtener muestras problema con distintas concentraciones 
de stevia. 
 
Estudio del efecto antimicrobiano de stevia en la bebida formulada 
 

Con el fin de evaluar la actividad antimicrobiana de la stevia se 
obtuvieron curvas de inactivación en presencia de distintas concentraciones 
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de infusión. Las escogidas fueron 0, 0,5, 1,5, 2,5%, teniendo en cuenta los 
resultados obtenidos previamente por Espinosa et al. (2009) con la misma 
infusión, en medio de referencia. 

Todas ellas se testaron a 37 y 12 ºC para evaluar la actividad de la 
infusión a temperatura óptima de crecimiento y a temperatura de cierto 
abuso de refrigeración. 

Cada curva se obtuvo por dilución y siembra de alícuotas tomadas a 
intervalos de tiempo regulares, estableciéndose un tiempo de incubación 
máximo de 1000 horas en caso de que no se obtuviera antes el valor mínimo 
fiable que puede obtenerse con esta técnica, es decir, un recuento inferior a 
30 ufc en la dilución 0. 

Las diluciones se efectuaron en agua de peptona estéril al 1‰ (Scharlab 
S.L., España), las siembras por inmersión y los recuentos en TSA (Scharlab 
S.L., España) transcurridas 48 horas de incubación a 37 ºC. 

Cada condición se ensayó al menos por triplicado siendo 1 × 105 ufc/mL 
el tamaño del inóculo a tiempo 0. 
 
Estudio del efecto de las APH en ausencia y en presencia de stevia tras 
el tratamiento 
 

La inactivación y el daño subletal generado por APH se evaluó 
comparando el recuento en placa obtenido en TSA con y sin sal, antes y 
después de la aplicación de tratamientos de intensidad y duración 
determinada. Esto fue posible porque en medios generales crecen todo tipo 
de células de viables, estén dañadas o no, mientras que en presencia de sal 
(NaCl; Scharlab S.L., España) sólo crecen las intactas. 

Para cada tratamiento, el número de microorganismos inactivados se 
estableció en base a la diferencia existente entre los recuentos de viables 
obtenidos pre y post-tratamiento. Por otro lado, el de dañadas se determinó 
en base a la diferencia existente entre el recuento de viables y el de intactas, 
es decir, entre el recuento post-tratamiento obtenido en placas sin sal y con 
sal.  

La concentración de NaCl empleada (5%) se estableció teniendo en 
cuenta las cantidades utilizadas por otros autores para llevar a cabo estudios 
similares (García et al., 2004; Somolinos et al., 2008). 

Todos los tratamientos se aplicaron a bebida inoculada sin stevia o con 
un 2,5% de ésta, siendo aproximadamente 1 × 107 ufc/mL la concentración 
celular de partida y empleándose bolsas termoselladas adecuadas para tal 
fin.  

La intensidad y duración de cada uno de ellos se muestran en la Tabla 2. 
 

TABLA 2. Intensidad y duración de los 20 tratamientos aplicados. 

Presión (MPa)  Tiempo (minutos) 

250  5; 10; 15; 17,5; 20 
275  2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 
300  3; 4; 5; 6; 7 
325  1; 2; 3; 4; 5 
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Estudio del efecto de las APH en ausencia y en presencia de stevia 
durante incubación a temperatura controlada 
 

Para estudiar de forma conjunta el efecto de la stevia y las APH, 
muestras inoculadas sin stevia y con un 2,5% de ésta fueron tratadas e 
incubadas a 37 ºC para obtener curvas de inactivación post-tratamiento que 
permitieran evaluar si la aplicación de APH potencia los efectos que la 
infusión tiene sobre L. monocytogenes a esa temperatura. 

La aplicación de tratamientos y la obtención de curvas se llevaron a cabo 
siguiendo los protocolos anteriormente descritos, siendo aproximadamente 1 
× 107 ufc/mL la concentración celular de partida. 

Los tratamientos elegidos fueron: 300 MPa, 3 minutos; y 300 MPa, 1 
minuto.  

 
Análisis de resultados: Representación gráfica y ajuste a modelos 
matemáticos 
 

Con los recuentos obtenidos mediante la incubación de muestras, 
sometidas o no a APH, se construyeron curvas de  inactivación con el 
logaritmo de los recuentos registrados a lo largo del tiempo. 

Empleando el programa Statgraphics® Centurion XV (StatPoint 
Technologies Inc., USA), todas ellas se ajustaron al modelo de Weibull, cuya 
expresión matemática es la siguiente (Peleg y Cole, 1998): 

 

 (1) 

 
donde: t = tiempo (horas); S = fracción de supervivientes, es decir, el 

cociente entre Nt y N0, siendo Nt = concentración celular a tiempo t (ufc/mL) 
y N0 = concentración celular inicial (ufc/mL); b = factor de escala y n = factor 
de forma. 

La bondad de los ajustes se evaluó en base al coeficiente de correlación 
corregido (R2 corregido) y al error cuadrático medio (MSE), teniendo en 
cuenta que la elección del modelo es adecuada si el valor del primero se 
aproxima a 1 y el del segundo a 0. 

Por otro lado, a partir de los recuentos pre y post-tratamiento mediante 
APH, se calculó el número de células muertas, dañadas e intactas generado 
con cada uno de ellos y con el paso del tiempo, en caso de que las muestras 
tratadas se incubaran. Con ellos, se construyeron histogramas de columnas 
empleando el software Microsoft Office Excel® 2007 (Microsoft® Corporation, 
USA). 

 
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Actividad antimicrobiana de stevia frente a Listeria monocytogenes  
 

Uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar el efecto que tiene 
la adición de stevia sobre la inactivación de L. monocytogenes en una 
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bebida con zumo de varias frutas y leche de avena. Para ello, se obtuvieron 
curvas de supervivencia, a 37 y a 12 ºC, en presencia de 0, 0,5, 1,5 y 2,5% 
de infusión de stevia. Las curvas obtenidas se muestran en la Figura 2. 

 
(A) 

 
(B) 

 
FIGURA 2. Curvas de inactivación de L. monocytogenes en presencia de 
distintas concentraciones de stevia (%) a distintas temperaturas. Las barras 
de error muestran la desviación típica asociada a cada valor.  

 
Todas ellas fueron ajustadas al modelo de Weibull, dada su simplicidad y 

robustez para describir cinéticas de inactivación lineales (n = 1), cóncavas (n 
< 1) y convexas (n > 1) (Mafart et al., 2002). 

En la Tabla 3 se muestran los valores de b y n obtenidos en cada caso, 
así como el R2 corregido y el MSE asociado a cada ajuste.  

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 

lo
g

1
0
 (

c
fu

/m
L
) 

 

h 

37 ºC 

0 0,5 1,5 2,5 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

0 200 400 600 800 1000 1200 

lo
g

1
0
 (

c
fu

/m
L
) 

h 

12 ºC 

0 0,5 1,5 2,5 



9 
 

TABLA 3. b y n en función de la temperatura y la concentración de stevia. 
Los resultados mostrados corresponden al promedio y la desviación 
estándar obtenidos a partir de tres repeticiones. 

T (°C) % de stevia b n R2 ajustado MSE 

37 

0 0,051 ± 0,009 1,82 ± 0,52 0,998 0,0031 

0,5 0,041 ± 0,002 2,84 ± 0,16 0,994 0,0075 

1,5 0,038 ± 0,003 3,28 ± 0,14 0,993 0,0121 

2,5 0,055 ± 0,009 2,59 ± 0,83 0,992 0,0116 

12 

0 0,001 ± 0,000 2,47 ± 0,16 0,992 0,0014 

0,5 0,001 ± 0,000 2,11 ± 0,19 0,990 0,0026 

1,5 0,001 ± 0,000 2,71 ± 0,05 0,995 0,0007 

2,5 0,003 ± 0,000 2,38 ± 0,44 0,991 0,0131 

 
A 37 ºC, no se observan diferencias entre los valores de b obtenidos con 

y sin stevia. Este parámetro está directamente relacionado con la velocidad 
de inactivación e inversamente relacionado con el tiempo necesario para que 
acontezca la primera reducción decimal. Trabajos anteriores en medio de 
referencia demuestran el carácter antimicrobiano de la infusión empleada a 
estas concentraciones a 37 ºC (Espinosa et al., 2009). Es posible que el pH 
ácido de la bebida (4,6) y/o la acción de algunos de los componentes 
presentes en los zumos de mango, naranja y papaya, enmascaren el efecto 
de la stevia en estas condiciones. A 12 ºC, en cambio, b llega a triplicarse en 
presencia de un 2,5% de infusión.  

Con independencia de la temperatura y de la concentración de stevia, 
todas las curvas muestran un valor de n superior a 1 porque todas presentan 
un hombro. Esto indica que es necesario un cierto tiempo de contacto entre 
antimicrobiano y microorganismo para que este último comience a 
inactivarse. 

 
Inactivación y daño subletal provocado mediante altas presiones 
hidrostáticas en presencia y ausencia de stevia 
 

Dado el interés que existe en la aplicación de más de un método de 
conservación con el fin de obtener alimentos seguros mínimamente 
procesados aprovechando sinergias (Leistner, 2000), se planteó evaluar el 
efecto logrado combinando la adición de stevia y el procesado mediante 
APH. Para ello, primero se estudió el efecto de distintos tratamientos sobre 
la bebida inoculada, con y sin stevia, siendo 2,5% la concentración escogida, 
puesto que parece ser la única capaz de acelerar la inactivación de L. 
monocytogenes en la matriz desarrollada. 

Ciertas tecnologías de inactivación, como las APH, son capaces de 
generar una subpoblación de células dañadas cuya existencia es de vital 
importancia, sobre todo, cuando se pretende elaborar productos seguros 
pero poco procesados. Con el tiempo, las células dañadas pueden morir o 
recuperar su funcionalidad. A diferencia de las células intactas, las dañadas 
no crecen en medios selectivos comúnmente empleados en la industria para 
la detección de patógenos en producto final (Wesche et al., 2009; Wu et al., 
2008). Por ello, en el presente trabajo se evaluó tanto la inactivación como el 
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daño subletal logrado en función del tiempo y la intensidad de tratamiento 
por APH, en ausencia y en presencia de stevia. Ambos se determinaron en 
base a la diferencia existente entre los recuentos obtenidos en TSA con y sin 
sal, pre y post-tratamiento, teniendo en cuenta que en un medio general 
crecen viables, estén intactas o dañadas, y que en el mismo medio 
suplementado con sal sólo crecen las intactas. En la Figura 3 se recogen los 
resultados obtenidos para cada tratamiento.  

 
(A) 

 
 

(B) 

 
FIGURA 3. Células intactas, dañadas y muertas, en ausencia (A) y 
presencia (B) de stevia, tras diferentes tratamientos de APH. En el eje de 
categorías se muestran todas las combinaciones de presión (MPa) y tiempo 
(minutos) ensayadas. Las barras de error corresponden a la desviación 
estándar que se asocia a los promedios mostrados. 
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En ambas figuras se observa que para una misma presión, a mayor 
tiempo de tratamiento, mayor número de células muertas y menor número 
de células intactas. 

Lo mismo ocurre con la presión; para un mismo tiempo de tratamiento, a 
mayor presión, mayor número de células muertas y menor número de 
células intactas. Siendo el tiempo 5 minutos, por ejemplo, a 250 MPa se 
consigue poca inactivación (menos de un ciclo log), mientras que a 325 MPa 
la inactivación es total (casi 8 ciclos log), se añada o no stevia a la bebida. 

A igual presión y tiempo de tratamiento, en presencia de stevia el número 
de células muertas es mayor al registrado en ausencia de ésta. El número 
de intactas, en cambio, es menor.  

Si la bebida inoculada se somete a 325 MPa durante 1 minuto, en 
presencia de stevia se reduce el número de células intactas recuperadas y 
se consigue inactivar a parte de la población, cosa que no ocurre en 
ausencia de ésta. A esa misma presión, si el tiempo de exposición pasa de 1 
a 2 minutos, tras la aplicación del tratamiento, también se detectan 
diferencias interesantes entre las muestras control y las problema. En 
presencia de stevia la proporción viables:muertas es similar a la observada 
en su ausencia pero todas las viables están dañadas. Aunque las 
características del producto desarrollado son suficientes para la inactivación 
del microorganismo a estudio, estos resultados son importantes porque las 
células dañadas pueden inactivarse más rápidamente que las intactas y han 
permitido encontrar diferencias entre tratamientos que parecerían idénticos o 
de efectos similares si sólo se considera el número de viables post-
tratamiento. 

Además el estudio del daño producido es muy valioso, porque los 
resultados obtenidos demuestran que la stevia potencia el efecto generado 
por APH y pueden ser indicadores de efectos sinérgicos entre ambas 
tecnologías, aunque la magnitud del daño depende de la combinación 
presión-tiempo. En matrices de pH neutro, por ejemplo, la adición de stevia 
haría que un mismo tratamiento no 100% letal generara células dañadas 
incapaces de crecer porque la recuperación sólo puede ocurrir bajo 
condiciones favorables (Wesche et al., 2009; Wu et al., 2008), nunca 
existentes en alimentos suplementados con stevia ya que ésta ha 
demostrado ser un agente estresante cuando el microorganismo se 
encuentra en entornos con estas características (Espinosa et al., 2009). 
 
Estudio del efecto de las APH en ausencia y en presencia de stevia 
durante incubación a temperatura controlada 
 

Como se ha comentado anteriormente, es conveniente el estudio de 
sinergias entre estrategias de conservación no agresivas con las 
características sensoriales y nutricionales del alimento. Por esta razón, una 
vez conocido el efecto de cada una de las tecnologías consideradas, se 
planteó el estudio de sus efectos al ser aplicadas de forma conjunta durante 
una incubación a temperatura controlada.  

Si bien es cierto que el estudio de la inactivación y el daño provocado por 
APH se llevó a cabo en presencia y ausencia de stevia, se requiere un 
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estudio más completo para establecer hasta qué punto el efecto de la 
combinación es positivo y para conocer cuál es el efecto que tiene la 
aplicación de APH sobre la actividad antimicrobiana de la infusión en 
cuestión.  

Interesa saber qué ocurre si las muestras tratadas se incuban porque es 
posible que así existan diferencias entre las muestras con y sin stevia a 
temperatura óptima de crecimiento (37 ºC), cosa que no ocurre si se incuba 
bebida inoculada sin tratar (véase el primer apartado de esta sección). 

Con esta finalidad, se escogieron dos tratamientos y las muestras 
tratadas, con y sin stevia, se incubaron a 37 ºC. De este modo, podrían 
establecerse, además, diferencias entre los resultados observados tras la 
aplicación de distintos tratamientos. Los escogidos fueron: 300 MPa, 3 
minutos por ser el más efectivo no 100% letal con el que se puede estudiar 
daño de entre los ensayados para evaluar el efecto de las APH sin 
incubación; y 300 MPa, 1 minuto por ser un tratamiento de igual presión pero 
de efectos mínimos, teniendo en cuenta de nuevo los resultados obtenidos 
sin incubación. 

Las curvas generadas en este caso también se ajustaron al modelo de 
Weibull. Los valores de b y n obtenidos se muestran en la Tabla 4. 

 
TABLA 4. b y n en función del tratamiento aplicado (TTO; presión 
(MPa)/tiempo (minutos)) y la concentración de stevia. Los resultados 
mostrados corresponden al promedio y la desviación estándar obtenidos a 
partir de tres repeticiones. 

TTO % de stevia b n R2 ajustado MSE 

300/1 
0 1,15 ± 0,25 0,50 ± 0,02 0,9922 0,0313 

2,5 5,86 ± 0,55 0,29 ± 0,01 0,9958 0,0041 

300/3 
0 16,05 ± 2,09 0,29 ± 0,01 0,9932 0,0749 

2,5 37,89 ± 4,63 0,22 ± 0,01 0,9902 0,1168 

 
Para un mismo tratamiento, la incubación en presencia de stevia reporta 

valores de b mayores que los observados en ausencia de ésta. Lo mismo 
ocurre al aumentar el tiempo de tratamiento, con independencia de la 
concentración de stevia. 

Estos resultados confirman además la existencia de un efecto sinérgico 
entre ambas tecnologías ya que los valores b obtenidos con la incubación de 
muestras sin tratar son menores (Tabla 3) y porque cuanto mayor es el 
tratamiento aplicado y la concentración de stevia, mayor es el valor de b 
(1,15 frente a 37,89). 

Con el fin de evaluar qué ocurre con las células dañadas si se incuban en 
presencia de stevia, en cada toma de muestra se diluían y sembraban dos 
alícuotas; una de ellas se sembraba en TSA con sal para conocer el número 
de células intactas y dañadas presentes en la población a lo largo del 
tiempo.  

A partir de los recuentos obtenidos se construyeron histogramas (Figuras 
4 y 5) en los que se observa que la inactivación aumenta con el tiempo y que 
la proporción de células dañadas depende de éste, del tratamiento y de la 
concentración de stevia. En general, a igual tratamiento y tiempo de 
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incubación, la proporción de células dañadas es superior en el caso de las 
muestras que contienen stevia. Desde el punto de vista de la aplicación de la 
tecnología de barreras, este hecho resulta ventajoso ya que estas células 
dañadas serán más sensibles a estreses posteriores (por ejemplo un 
almacenamiento refrigerado). Por lo tanto, la presencia de stevia conlleva 
una mayor proporción de células muertas tras el tratamiento por APH y, 
además, que las células viables restantes se inactiven más rápidamente 
durante un tiempo de incubación. Si las muestras se someten a 300 MPa 
durante 1 minuto, en presencia de stevia la población tarda 24 horas en 
quedar completamente inactivada, mientras que en su ausencia se necesitan 
48. Si el tiempo de tratamiento es de 3 minutos, curvas que duran 26 horas 
pasan a durar sólo 5. 

 

 
 

 
 
FIGURA 4. Células intactas, dañadas y muertas en función del tiempo de 
incubación tras someter muestras inoculadas a 300 MPa durante 1 minuto 
en ausencia de stevia (A) y en presencia de ésta (B). Las barras de error 
corresponden a la desviación estándar que se asocia a los promedios 
mostrados. 
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FIGURA 5. Células intactas, dañadas y muertas en función del tiempo de 
incubación tras someter muestras inoculadas a 300 MPa durante 3 minutos 
en ausencia de stevia (A) y en presencia de ésta (B). Las barras de error 
corresponden a la desviación estándar que se asocia a los promedios 
mostrados. 
 
 
CONCLUSIONES 
 

Con el fin de obtener alimentos sanos, sabrosos y seguros pero poco 
procesados se potencia la aplicación de tecnologías no térmicas y el uso de 
conservantes naturales. 

Los resultados del presente estudio demuestran que un 2,5% de stevia 
puede acelerar la inactivación de L. monocytogenes en una bebida 
refrigerada (12 ºC) compuesta por zumo de varias frutas y leche de avena. 
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Las altas presiones hidrostáticas también han demostrado ser un buen 
método para inactivar L. monocytogenes en más de 6 ciclos logarítmicos, 
garantizando la inocuidad del alimento, según los requerimientos de la Food 
and Drug Administration (FDA, 2003) para zumos procesados. 

Combinadas ambas tecnologías potencian el efecto logrado por la otra, 
de modo que tratamientos poco intensos y concentraciones de stevia no 
efectivas a 37 ºC pasan a ser muy adecuadas para reducir y controlar la 
presencia del patógeno a estudio en la matriz desarrollada.  

Además, el porcentaje de células dañadas también aumenta en 
presencia de stevia siendo ventajoso para la aplicación de tecnología de 
barreras. 

Por tanto, la adición de stevia puede ser una medida adicional de control 
microbiológico para garantizar la seguridad de productos mínimamente 
procesados por altas presiones hidrostáticas, cuyo valor aumenta teniendo 
en cuenta que la stevia es un edulcorante acalórico autorizado, con efectos 
positivos sobre la salud del consumidor habitual. 
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