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Validacién de intervenciones post letales para controlar Listeria monocytogenes en
productos de res y aves listos para el consumo

Daniela Raquel Chavez Velado

Resumen. Listeria monocytogenes es uno de los patdgenos de mayor preocupacion en los
productos listos para el consumo (RTE) ya que causa la enfermedad invasiva llamada
listeriosis. Actualmente, la industria busca alternativas para controlar este patogeno despues
de los procesos letales. En este estudio se evaluo el uso de intervenciones quimicas de
etiqueta limpia como una intervencion “listeriostatica” en un producto de aves y se
determind la sobrevivencia de L. monocytogenes en un producto de res RTE durante
pasteurizacion posterior al empaque (PPP). Se evaluaron tres temperaturas (37, 25y 4 °C)
en diferentes dias (0, 1, 2, 5y 7) en musculo, piel y piel de pavo tratada con Flavo®Fresh.
Se evaluo la sobrevivencia de L. monocytogenes en PPP en jerky de res a una temperatura
de 77 °C de 0.5 a 6 minutos. La utilizacion de Flavo®Fresh fue mas efectiva a altas
temperaturas de aplicacion por mas tiempo de contacto logrando controlar mas de 6.13 £
0.52 logaritmos de la poblacion inicial. Para los jerkys de res se determin6 un valor D de
0.652 minutos; para reducir la concentracion inicial se necesita que el producto esté en
contacto con la temperatura de 77 °C y la mantenga por al menos 5.04 minutos,
Flavo®Fresh se considerada una intervencion “listerioestatica” ya que logra controlar al
patdgeno, pero no lo elimina por completo. El tratamiento de pasteurizacion posterior al
empaque es eficaz en controlar la concentracion inicial a partir del minuto 5.04.

Palabras claves: Contaminacion post empaque, jerky, pasteurizacion posterior al empaque,
patdgeno, psicrotrofo, pavo.

Abstract. Listeria monocytogenes is one of the most concerned pathogens in Ready-to-Eat
(RTE) products because it causes the invasive disease called listeriosis. Currently, the
industry is looking for alternatives to control this pathogen after lethal processes. In this
study, the use of clean label chemical interventions as a "listeriostatic” intervention in
poultry products was evaluated, and the survival of L. monocytogenes was determined in
RTE beef products during Post Packaging Pasteurization (PPP). Three temperatures (37, 25
and 4 °C) were evaluated at different days (day 0, 1, 2, 5 and 7) in muscle, skin and skin of
turkey treated with Flavo®Fresh. The survival of L. monocytogenes in PPP on beef jerky
at a temperature of 77 °C from 0.5 minutes to 6 minutes was also evaluated. The use of
Flavo®Fresh was more effective at high application temperatures for longer contact time,
controlling more than 6.13 = 0.52 logarithms of the initial population. For beef jerkys a D-
value of 0.652 minutes was determined; it is necessary that the product stay in contact with
the temperature of 77 °C and keep it for at least 5.04 minutes. Flavo®Fresh is considered a
"listeriostatic” intervention because it manages to control the pathogen, but does not
eliminate it completely. The post-package pasteurization treatment is effective starting at
minute 5.04 to control the initial concentration.

Key words: Jerky, post packaging pasteurization, psychrotroph, post packing
contamination, turkey.
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1. INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es un patdgeno del ambiente que tiene la capacidad de contaminar
carnes y productos avicolas listos para consumo (RTE) y causar la enfermedad invasiva
Ilamada listeriosis. De acuerdo al CDC (Centers for Diseases Control and Preventions) un
estimado de 1,600 personas se enferman de listeriosis cada afio, 1,500 son hospitalizados y
cerca de 260 muertes ocurren anualmente en los Estados Unidos (CDC 2019). Mujeres
embarazadas, personas de la tercera edad y personas inmunocomprometidas tienen mayor
riesgo de adquirir listeriosis al momento de consumir comida contaminada con L.
monocytogenes (CDC 2019).

Listeriosis es caracterizada por un relativo alto porcentaje de mortalidad comparada con
otras enfermedades causadas por otros patdégenos: 20% comparada con <1% de Salmonella
y E. coli 0157 (FDA 2017). Es por esto que tanto el USDA-FSIS (U.S Department of
Agriculture’s Food Safety and Inspection Service) y el FDA (U.S Food and Drug
Administration), determinaron cero tolerancias en productos listos para consumo,
declarando la presencia de Listeria monocytogenes como un “adulterante” y un “agente
agregado” dafiino para los consumidores (Gande y Muriana 2003). La listeriosis se asocia
comunmente con los alimentos listos para consumo o en inglés Ready-to-eat (RTE) (FDA
2003). Los alimentos que presentan el mayor riesgo de listeriosis son aquellos alimentos
RTE que tienen caracteristicas intrinsecas (pH > 4.4, actividad del agua > 0.92) (Knipe
2014) que apoyan el crecimiento de L. monocytogenes.

La refrigeracion es menos efectiva como medida de control para L. monocytogenes porque,
aunque las temperaturas por debajo del punto de congelacién evitan el crecimiento de L.
monocytogenes, este puede multiplicarse lentamente a temperaturas de refrigeracion (FDA
2003). Este patogeno tiene la capacidad de formar biopeliculas en equipos de procesamiento
de alimentos y es tolerante al calor y la sal. Algunos estudios indican que L. monocytogenes
a menudo se transfiere a través de contaminacion cruzada y sugieren que un producto RTE
terminado puede contaminarse con L. monocytogenes en el empaque final (Nesbakken et
al. 1996).

Segun el USDA, un tratamiento post letal se define como un tratamiento de letalidad que
se aplica o es efectivo después de la exposicion letal aplicado al producto final o al empaque
del producto sellado, para reducir o eliminar el nivel de patdgenos resultantes de la
contaminacion de la exposicion post letal (USDA FSIS 2012). Si bien las intervenciones
post letales pueden ofrecer una letalidad inicial y los antimicrobianos naturales pueden tener
un efecto bacteriostatico, existe aun la preocupacion sobre la recuperacion y el crecimiento



potencial de L. monocytogenes durante la vida de almacenamiento del producto. Estas
preocupaciones crean la necesidad de investigar “obstaculos” adicionales para controlar
completamente L. monocytogenes en productos de carne y aves RTE.

Actualmente han surgido nuevas tecnologias y enfoques para ayudar a reducir el riesgo de
contaminacion posterior al procesamiento, incluidos los tratamientos quimicos
antimicrobianos, la irradiacién y los procesos térmicos y no térmicos, como la
pasteurizacion posterior al empaque o Post Packaging Pasteurization (PPP). La
pasteurizacion de superficie se esta convirtiendo en un proceso eficaz para reducir el riesgo
de recontaminacion de L. monocytogenes en productos de carne RTE. Otro tratamiento
eficaz que utiliza la industria para reducir el riesgo de contaminacién de L. monocytogenes
es la adicion de antimicrobianos en la formulacion de los alimentos durante la produccion;
por ejemplo, los acidos organicos como el acido sérbico en quesos y la combinacion de
acido sorbico y acido benzoico utilizados en ensaladas, asi como las sales de los acidos
lactico y diacético (Gande y Muriana 2003).

En este estudio, se evalud un producto comercial utilizado como tratamiento de superficie
en productos de carne y aves RTE, para reducir el riesgo de contaminacion por L.
monocytogenes. El producto fue desarrollado por la compafiia EARLEE PRODUCTS de
Australia y es una mezcla de &cidos organicos llamada FLAV®FRESH RAPID. Esta
intervencion antimicrobiana se puede utilizar en productos carnicos crudos y cocidos; por
consiguiente, los objetivos de este estudio fueron:

e Evaluar el uso de intervenciones quimicas de etiqueta limpia como una intervencion
“listericida™ o “listeriostatica” en productos de carne de aves procesados.

e Determinar la sobrevivencia de Listeria monocytogenes en productos de res listos para
el consumo durante pasteurizacion posterior al empaque.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio.

El estudio se realiz6 en la Universidad Texas Tech, ubicada en la ciudad de Lubbock, Texas,
Estados Unidos. Toda la preparacion de materiales, inoculacion, incubacion y analisis de
datos se realizd en el laboratorio de microbiologia de alimentos del Departamento de
Ciencia Animal y Ciencia de los Alimentos dentro de la Universidad.

Activacion de cultivos.

Se evaluaron cuatro cepas de Listeria monocytogenes (cuadro 1): N1-002, ATCC®
19118™, ATCC®51414™ ATCC® 49594™ las cuales estan relacionadas a brotes en
alimentos crudos y listos para el consumo (ATCC 2019). Estas cepas se aislaron por
separado con tres dias de anterioridad en Agar Modificado Oxford (MOX). Se tomé una
alicuota del cultivo preservado a -80 °C con un asa estéril de 10 pl y se realizd un estriado
en MOX. Estos se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Se seleccion6 una colonia aislada
de cada cepa y se inocul6 en 9 ml de caldo Brain Heart Infusion (BHI) seguido por
incubacion de 37 °C por 24 horas. Se continud con una segunda transferencia de la bacteria
después de las 24 horas, para ello se tomé 1 ml del in6culo y se transfirié a 9 ml de caldo
fresco (BHI) seguido por incubacién a 37 °C por 24 horas nuevamente. Al culminar el
tiempo de incubacion se mezclaron las cuatro cepas para conseguir un coctel de L.
monocytogenes con una concentracion de 10° CFU/mL que se confirmé realizando
diluciones decimales en MOX. Se hicieron dos diluciones del cultivo para obtener una
concentracion de 107 CFU/mL que se uso6 para inocular las muestras.

Cuadro 1. Cepas de Listeria monocytogenes usadas en este estudio, aisladas de productos
crudos y listos para el consumo relacionados a brotes de listeriosis.

Nombre de la cepa Aislamiento Caracteristica
ATCC® 19118™ Pollos, Inglaterra Propiedades Antigénicas
Serotipo 4e
ATCC® 51414™ Leche cruda, Massachusetts Inactivacion térmica y
recuperacion
ATCC® 49594™ Derivada de Listeria
monocytogenes Scott A
N1-002 Pescado listo para el consumo,
Nueva York.




Intervencion quimica con FLAV®FRESH RAPID en pavo.

Para este estudio se utilizaron pavos enteros cocinados y ahumados provenientes de una
empresa procesadora de pavos de Dallas, Texas. Se dividieron en tres tratamientos, se
tomaron muestras del interior del muasculo del pavo, muestras de la superficie del pavo y
muestras de la superficie ahumada que fueron tratadas con Flav®Fresh Rapid (Cuadro 2).
Cada uno de estos se combinaron con diferentes temperaturas (4, 25 y 37 °C) que
representan escenarios a los que se podria exponer al producto en lo largo de la cadena de
distribucion. Cada tratamiento consto de tres repeticiones y tres réplicas con nueve muestras
para cada tratamiento sumando un total de 189 muestras. Los tratamientos, los dias, las
temperaturas y las muestras se detallan en el cuadro 3.

Cuadro 2. Ingredientes, propiedades fisicas y quimicas, informacion nutricional de
Flavo®fresh Radid (EARLEE products 2018).

Ingredientes Contenido
Agua 94%
Acido lactico (270), acido acético (260) Balance restante

Extracto citrico

Balance restante

Propiedades fisicas y quimicas

Caracteristica

Estado fisico Liquido
Color Incoloro
Olor Limon
Sabor Limon
Solubilidad Soluble en agua
pH 2.1+ 0.2
Informacion nutricional Promedio por 100g
Energia (kJ) 80.0
Carbohidratos totales (g) 5.0
-azucares (g) <1.0
Proteina (g) <1.0
Grasa total (g) <1.0
-saturada () <1.0
Sodio (mg) <10




Cuadro 3. Codificacion de las muestras de pavo ahumado tratado y no tratado con

Flavo®Fresh.

Temperaturas de almacenamiento de las muestras

Tipo de Dia 0 37°C 25 °C 4°C
muestra
Mlsculo  #1,2,3 DL=#10,11,12 DIL=#19, 20,21 D1 = #28, 29, 30
D2=#37,38,39 D5 =#46,47,48 D7 = #55, 56, 57
Piel ahumada  #4,5,6 DI1=#13,14,15 D1=#22 23,24 D1 =#31, 32, 33
D2 =#40,41,42 D5=#49,50,51 D7 = #58, 59, 60
Piel ahumada  #7,8,9 D1=#16,17,18 D1=#25 26,27 D1 = #34, 35, 36
+ Flavor Fresh D2 = #43, 44,45 D5=#52 53,54 D7 = #61, 62, 63

#1, 2, 3... 63. Codificacion de las unidades experimentales.
D1, D2, D5 y D7. Muestras recolectadas después de 1, 2, 5y 7 dias de inoculacion y
aplicacion de tratamiento.

Inoculacion de las muestras. Se tomaron muestras de uno a dos gramos aproximadamente
de los pavos ahumados, haciendo uso de sacabocado de acero inoxidable, cuchillos y pinzas.
Las muestras extraidas corresponden al muasculo, a la superficie y de la superficie que tiene
como tratamiento la aplicacion del Flav®Fresh Rapid (cuadro 2). Las muestras obtenidas
se inocularon bajo una campana con 100 pl del coctel de cepas de L. monocytogenes. Se
dejo6 un tiempo de 20 minutos para que la bacteria se adhiriera a la muestra y se sometieron
a pruebas a 24 horas en refrigeracion (4 °C), a temperatura ambiente (25 °C) por cinco dias
y a abuso de temperatura (37 °C) por dos dias.

Analisis microbioldgico. Se tomo cada muestra y se diluy6 en 10 mL de BPW (Buffered
Peptone Water), se homogenizaron por dos minutos a 230 rpm en un stomacher comercial
y se realizaron diluciones decimales en platos de 48 pocillos. Las diluciones se inocularon
usando el método de drop dilution por triplicado MOX. Se us6 el método de siembra por
superficie en el caso de las muestras en las que no se obtuvieron conteos a partir de la
dilucion 102 en las pruebas preliminares. Las muestras se incubaron a 37 °C por 24 horas.
Los resultados se expresaron en Log UFC/g. Las muestras que no mostraron conteos incluso
en la siembra de 10° fueron sometidas a enriquecimiento por 24 horas en tubos con BHI a
37 °C y se estriaron nuevamente en MOX.

Analisis quimico. Se tomaron muestras para ser sometidas a prueba de pH y actividad de
agua (aw), se tomaron muestras de 10 gramos del musculo y la piel del pavo
respectivamente, se tomaron muestras de pH y aw antes del almacenamiento al dia cero, al
dia uno y dos para 37 °C, al dia uno y cinco para 25 °C y al dia uno y siete para las muestras
a 4 °C. Los valores de pH se obtuvieron macerando vigorosamente los 10 gramos de la
muestra con 90 mL de agua, se us6 un potenciometro Mettler Toledo EL20 (Mettler Toledo;
Columbus, Ohio). La actividad de agua fue medida macerando las muestras y haciendo uso
del HygroLab Benchtop Indicator (HygroLab, Rotronic Instrument Corp; Hauppauge New
York).



Disefio experimental y analisis estadistico. Se utiliz6 un disefio de Blogques Completos al
Azar (BCA) con medidas repetidas en el tiempo en donde se evaluaron 4 tratamientos:
Control (C), Musculo (M), Piel (S) y Piel con Flavo®Fresh (SFF), con tres repeticiones. Se
evaluaron tres medidas repetidas en el tiempo para cada temperatura de almacenamiento.
Los tratamientos se evaluaron por medio de una separacion de medias TUKEY con un nivel
de significancia de P < 0.05 para determinar si hubo diferencias significativas entre los
tratamientos, y entre las medidas repetidas en el tiempo y la interaccion que estas pudieran
tener entre si. Los datos fueron analizados con el programa “Sistema de Analisis
Estadistico” (SAS) version 9.5.

Sobrevivencia de L. monocytogenes a pasteurizacion post-empaque en jerky de res.
Para este estudio los trozos de jerky, previamente procesados en el laboratorio de carne de
la universidad de Texas Tech fueron completamente cocinados usando The Enviropak ™
smokehouse. El jerky fue recortado en porciones de 10 + 2 gramos e inoculados con 200 pl
del coctel de diferentes cepas de L. monocytogenes por ambos lados bajo la campana. Se
uso un asa de vidrio para distribuir el in6culo en toda la muestra esperando un tiempo de
20 minutos para permitir que el patdgeno se adhiera a la superficie de la muestra, posterior
a esto las muestras fueron empacadas al vacio en bolsas Cryovac® especiales para
pasteurizacion (Sealed Air 2016), usando la empacadora FoodSaver® y se pasteurizaron a
77 °C por diferentes tiempos usando un bafio de agua. Se colocaron en hielo por cinco
minutos. Se realizaron tres repeticiones por tiempo con tres réplicas cada uno para un total
de 36 muestras por repeticion (cuadro 4) para obtener una curva de muerte de L.
monocytogenes en ese rango de tiempo.

Cuadro 4. Identificacion de las muestras y tiempos usados para la determinacion de la
curva de mortalidad de Listeria monocytogenes.

Tiempo ID de la muestra
0.5 minutos 1,2,3
1 minuto 4,5,6
1.5 minutos 7,8,9
2 minutos 10, 11, 12
2.5 minutos 13, 14, 15
3 minutos 16, 17, 18
3.5 minutos 19, 20, 21
4 minutos 22,23,24
4.5 minutos 25, 26, 27
5 minutos 28, 29, 30
5.5 minutos 31, 32, 33
6 minutos 34, 35, 36




Analisis microbioldgicos. Se tomaron 10 gramos de las muestras de cada producto y se
diluyeron en 90 mL de BPW (Buffered Peptone Water), se homogenizaron por dos minutos
a 230 rpm en un stomacher comercial y se realizaran diluciones en serie en tubos con 9 mL
de BPW. Las diluciones se platearon usando el método de extension en placa o siembra por
superficie en duplicado para cada dilucion usando platos de MOX con una capa delgada de
Tryptic Soy Agar (TSA). Las muestras se incubaron a 37 °C por 24 horas. Los resultados
se expresaron en Log UFC/g. Las muestras con conteos <1 Log UFC/g se enriquecieron
en caldo infusion cerebro-corazon (BHI) por 24 horas a 37 °C y se sembraron en MOX

Analisis quimico. Se tomaron muestras para ser sometidas a prueba de pH y actividad de
agua (Aw). Usando los métodos y equipos mencionados anteriormente.

Disefio experimental y analisis de datos. Para generar la curva de sobrevivencia de L.
monocytogenes se hizo uso del programa ComBase. Este programa es usado para generar
modelos de microbiologia predictiva. EI modelo para este estudio se construyd
introduciendo los tiempos y los logaritmos de UFC de las bacterias sobrevivientes,
graficando los logaritmos contra el tiempo. A partir de esta curva de muerte térmica se
obtuvo la pendiente, el ajuste del modelo y el error.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Intervencion quimica con FLAV®FRESH RAPID en pavo.

Se obtuvo un coctel de cepas de Listeria monocytogenes con una concentracion de 9.10 +
0.02 logaritmos UFC/ml, al cual se le hicieron diluciones decimales hasta 7 log para lograr
una concentracion final en las muestras de 6.13 + 0.52 logaritmos de UFC/qg.

Las temperaturas evaluadas en este estudio demuestran ser significativas en los diferentes
tratamientos evaluados (P < 0.0001) analizadas al dia 1. EI masculo que no tenia ningun
tipo de tratamiento mantuvo sus conteos comparados con el dia O a temperatura de
refrigeracion. Aungue hubo un aumento en el conteo de colonias para todos los tratamientos
a la temperatura de 4 °C se logra controlar mas el crecimiento a comparacion de 25° y 37
°C. Un factor importante relacionado a listeriosis es que el patdgeno puede crecer en un
rango de temperatura de 0° a 45 °C, su temperatura de crecimiento 6ptimo es de 37 °C y
puede crecer significativamente a temperaturas de refrigeracion si se le da el tiempo
suficiente (FAO y WHO 2004).

En las muestras correspondientes a la piel comparadas con las muestras de musculo a todas
las temperaturas, se nota un crecimiento menor (P < 0.05), esto debido al tratamiento que
recibio la piel en el proceso de ahumado que aparte de aportar sabores caracteristicos del
producto provee a la piel antioxidantes y tiene efectos antimicrobianos, se ha usado
tradicionalmente el método de ahumado para controlar el crecimiento de muchas bacterias
y hongos (Maga 1988). Se sabe también que este proceso es mas efectivo en bacterias Gram
positivas que en Gram negativas (Asita y Campbell 1990). En este producto en particular
se usa un ahumado sélido tradicional, segun Duffes (1999), el ahumado s6lido con madera
tiene efecto de control de Listeria monocytogenes aunque el ahumado liquido controla ain
mas a esta bacteria, esto debido a la concentracion de fenoles que tienen los diferentes
ahumados (Duffes 1999).

El tratamiento con Flavo®Fresh mostro ser mas efectivo a partir del dia uno entre mas se
aumentaba la temperatura, esto se debe a que el producto aumenta su funcionalidad a
medida que la temperatura de incubacién es mayor, es por ello que los acidos organicos se
aplican a altas temperaturas para asegurar su correcto funcionamiento. En un estudio
dirigido por Anderson y Marshall en 1988, se concluyo que el tratamiento mas efectivo en
el control de diferentes tipos de bacterias en carne de res fue sumergir la muestra en una
solucion de acido a 70 °C. En general se encontr6 que a medida aumenta la temperatura
para cada concentracién de acido, aumenta le reduccién en nimero de los microorganismos
estudiados (Anderson y Marshall 1988) (figura 1).
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Figura 1. Sobrevivencia de Listeria monocytogenes en muestras de pavo expuestos a
diferentes temperaturas y dias de almacenamiento donde =—#==37°C === 25°C =@=4°C



Se realizaron analisis de las diferentes temperaturas con sus correspondientes dias. El tipo
de tratamiento muestra ser significativo en los diferentes dias de analisis para todas las
temperaturas (P < 0.0001). Se muestra una tendencia a la disminucién de UFC en aquellas
muestras tratadas con Flavo®Fresh y expuestas a temperaturas mas altas. Las muestras de
musculo tienen una tendencia al crecimiento a medida aumenta la temperatura y dias de
exposicion, de igual manera las muestras de piel solo ahumadas muestran un
comportamiento de crecimiento a medida aumenta la temperatura y el tiempo, pero en
menos medida que las muestras provenientes del musculo.

La temperatura 37 °C mostro mejores resultados en cuanto a la disminucion de bacterias
usando Flavo®Fresh, pero para las muestras correspondientes al musculo y la piel sin el
tratamiento quimico fue la temperatura en la que se reportaron méas conteos esto debido a
que la temperatura 6ptima de crecimiento para L.monocytogenes es de 37 °C (FAO y WHO
2004). Asi mismo, las caracteristicas pH y aw de los productos como se puede observar en
el cuadro 5y 6, favorecieron el crecimiento de la bacteria. A pesar de esto se puede ver que
en aquellas muestras de piel ahumada no se logré tanto crecimiento como en las muestras
de musculo sin tratamiento. Las temperatura y dias escogidos para este estudio representan
el peor escenario al momento del transporte del producto.

Cuadro 5. Resultados de pH de pavo ahumado listo para el consumo

Tratamiento 37°C 25 °C 4°C
Musculo 6.55+ 0.124 5.93 + 0.033" 6.04 + 0.098
Piel ahumadada 6.44 + 0.35"8 6.10 + 0.086° 6.24 +0.02°B

A-B: letras mayusculas diferentes indican diferencia en pH entre temperaturas

Cuadro 6. Resultados de Aw de pavo ahumado listo para el consumo

Tratamiento 37 °C* 25 °C* 4 °C*
Muasculo 0.961 + 0.009 0.968 + 0.005 0.981 + 0.006
Piel ahumada 0.963 + 0.009 0.974 + 0.007 0.939 +0.03

*No hubo diferencias significativas en Aw entre temperaturas.

La temperatura a 25 °C no fue muy distinta a la temperatura a 37 °C para los diferentes
tratamientos y dias. Las muestras de musculo y piel aumentaron sus conteos a medida
aumentaron los dias del dia 0 al 5, a diferencia de las muestras tratadas con Flavo®Fresh
que disminuyeron a medida la muestra fue expuesta a la temperatura, se evidencio un
control en el crecimiento y disminucion de conteos de colonias en las muestras a 25 °C,
pero no tan efectivo a comparacion con las muestras tratadas a 37 °C por dos dias.

La temperatura a 4 °C fue mas eficiente en controlar el crecimiento de Listeria
monocytogenes tanto para el musculo como para la piel. De igual manera las muestras
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tratadas muestran conteos bajos en los diferentes dias, pero esta temperatura no fue tan
eficiente en controlar el crecimiento de L. monocytogenes con este tratamiento a
comparacién de las muestras expuestas a 25 y 37 °C.

Determinacion de sobrevivencia de L. monocytogenes a pasteurizacion post-empaque
en jerky de res.

El indculo inicial tenia una concentracion de 7.736 + 0.308 log UFC/g, de los cuales se
evidencio una reduccion completa al final del proceso de exposicién de las muestras en el
bafio a temperatura de 77 °C después de 4 minutos de exposicion segun la figura 2.

Usando el programa ComBase se introdujeron los resultados de sobrevivencia al
tratamiento térmico de las tres repeticiones. Se observé que las bacterias que sobrevivieron
al tratamiento térmico presentaron un comportamiento en el que manifestaron resistencia
inicial al tratamiento térmico ya que el producto estaba comenzando a llegar a la
temperatura de pasteurizacion y la temperatura maxima de sobrevivencia para este patdgeno
es de 45 °C siendo su optima 37 °C (FAO y WHO 2004). Se notd que entre mas era el
tiempo de exposicion al calor menor resultd ser la poblacion sobreviviente (Baron 2018)
(figura 2).

Los datos ingresados se ajustan al modelo de Baranyi y Roberts con un R? de 0.84. Se
determind un valor D de 0.652 minutos para este producto con caracteristicas de pH 5.95 +
0.13 y aw de 0.923 £ 0.02, esto nos indica que el producto necesita llegar internamente a
una temperatura de 77 °C y mantener esta temperatura por al menos 5.04 minutos para
reducir 7.738 + 0.308 log UFC/g. de su concentracion inicial.

L. monocytogenes puede desarrollarse en pH de entre 4.4 y 9.4, actividad de agua de 0.90.
0.97, concentraciones de sal de 10% en donde mantiene su crecimiento y sobrevive en
concentraciones de sal de 16 a 20%, su temperatura maxima de crecimiento es de 45 °C
(FAO y WHO 2004). Las caracteristicas de pH 5.95 + 0.13 y aw de 0.923 + 0.02 de este
producto favorecen el crecimiento de esta bacteria, lo que propiciaria la multiplicacién en
el empaque final si existe contaminacidn cruzada, la pasteurizacion post empaque puede ser
efectiva en controlar a este patdgeno si se hace de la manera correcta.
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Il logcCFU/g

logcCFU/g

=

Baranyi and Roberts Model (no asymptote)

R-square: 0.84

SE of Fit: 1.124

Initial value 7.736 £ 0.308
Lag/shoulder 0.67 £0.337
Maximum Rate -1.533 £ 0.0968

Figura 2. Curva de supervivencia de un coctel de Listeria monocytogenes en Jerky de
res, a 77 °C observado de 0 a 6 minutos.
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4. CONCLUSIONES

La intervencion quimica con Flavo®Fresh en pavo ahumado listo para el consumo
controld Listeria monoytogenes disminuyendo 6.13 + 0.52 logaritmos de crecimiento
bajo condiciones de alta temperatura y la exposicion a 37 °C por 2 dias elimino por
completo al patégeno.

La eficiencia del producto quimico en el control de Listeria monocytogenes aumenta
a medida se aumenta la temperatura y el tiempo de contacto.

El tratamiento de pasteurizacion posterior al empaque de 77 °C para controlar la
sobrevivencia de Listeria monocytogenes en jerky de res listo para el consumo con de
pH 5.95 + 0.13 y Aw de 0.923 + 0.02, requiere de 5.04 minutos para reducir la
concentracion inicial de 7.736 + 0.308 log UFC/g.

13



5. RECOMENDACIONES

Determinar la cantidad minima inhibitoria de Flavo®Fresh en pavo para asi
proporcionar parametros especificos de uso a la industria y ofrecer otra alternativa de
etiqueta limpia para controlar Listeria monocytoges en productos de ave listos para el
consumo.

Evaluar otras temperaturas para reducir tiempos de pasteurizacion posterior al empaque
y poder hacer mas eficiente el proceso.

Monitorear los cambios sensoriales que pueda sufrir el alimento a diferentes
temperaturas y tiempos de pasteurizacion posterior al empaque.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Mejor escenario: concentracion inicial de 6 logaritmos, no crecimiento
(muestras tratadas con Flavo®Fresh)

100pL en 900uL
0(Bolsa)
A
100uL de
r muestra
6 logs 5logs 4logs  3logs 2logs llog
B C D E F G H | Diluciones

100pL

109000000
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BPW
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Anexo 2. Peor escenario: concentracion de 9 logaritmos, crecimiento (muestras no
tratadas)

100pL en 900pL
0 (bolsa)
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Anexo 3. Esquema de plateado cubriendo todos los escenarios de crecimiento.

10pL de las diluciones del
plato de 48
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En la cuantificacion por el método de drop dilution se coloco de cada dilucion tres alicuotas
de 10 pl de L. monocytogenes obteniendo 9 gotas por plato. El conteo se realizo en la
dilucién que tuviera un rango de 5-50 colonias por gota. Se multiplicaron las colonias
contadas por el factor de dilucion en que se tomaron. Tomando en consideracion que las
soluciones de extraccion eran de 10 ml se multiplicé por el dato de UFC/mL y se uso el
peso de cada muestra para convertirlas a UFC/g. En el caso de las muestras cuantificadas
usando el método de siembra por superficie se tomaron 250 pl de la concentracion 100 y
se colocaron en 4 platos, las UFC encontradas en cada plato se sumaron para obtener el dato
de UFC/mL.

Anexo 4. Sobrevivencia de Listeria monocytogenes en pavo a diferente temperatura y
tiempo.

Cuadro 5. Recuento de L.monocytogenes (Log UFC/g) en pavo inoculado e incubado a
diferentes temperaturas al dia 1.

Tratamiento Log UFC/g.
37°C 25°C 4°C
Musculo 9.34 + 0.61% 8.49 + 1.00"% 6.32 + 0.475%
Piel ahumada 7.33+0.78% 7.39+0.79% 5.96 + 0.395*
Piel ahumada + 2.41 +0.78"7 3.81 + 0.048"7 5.22 +0.19%Y
Flavo®Fresh

x-z: letras minusculas diferentes indican diferencia entre tratamientos
A-C: letras mayusculas diferentes indican diferencias entre temperaturas
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Continuacion Anexo 4.

Cuadro 6. Recuento de L.monocytogenes (Log UFC/g) en pavo inoculado e incubado a

37°C por 0,1y 2 dias.

Tratamiento Log UFC/g.

Dia0 Dia 1 Dia 2
Musculo 6.23 £ 0.472Y 9.34 + 0.615 9.45 + 0.435
Piel 6.37 £ 0.41™ 7.33+0.78% 6.22 +0.73%Y
Piel + Flavo®Fresh 5.77 + 0.49% 2.41 + 0.96%7 0.73 + 0.66°*

x-z: letras minasculas diferentes indican diferencia entre tratamientos
A-B: letras mayusculas diferentes indican diferencias entre dias

Cuadro 7. Recuento de L.monocytogenes (Log UFC/g) en pavo inoculado e incubado a

25°C por 0,1 y 5 dias.

Tratamiento Log UFC/g.

Dia 0 Dia 1 Dia5
Musculo 6.23 + 0.478% 8.49 + 0.61" 0.43 + 0.47%
Piel 6.37 + 0.41B% 7.39 +0.78% 8.83 +0.274
Piel + Flavo®Fresh 5.77 + 0.49%Y 3.81 +0.96"7 2.12 +1.26"2

x-z: letras minudsculas diferentes indican diferencia entre tratamientos
A-B: letras mayusculas diferentes indican diferencias entre dias

Cuadro 8. Recuento de L.monocytogenes (Log UFC/g) en pavo inoculado e incubado a

4°C por 0,1 y 7 dias.

Tratamiento Log UFC/g.

Dia0 Dial Dia7
Mdasculo 6.24 + 0.47" 5.96 + 0.615* 6.88 + 0.31%
Piel 6.37 + 0.41% 6.33 +0.78%Y 5.77 + 0.24%Y
Piel + Flavo®Fresh 5.77 + 0.49%Y 5.22 + 0.965 4,55 + 0.81782

x-z: letras minusculas diferentes indican diferencia entre tratamientos
A-B: letras mayusculas diferentes indican diferencias entre dias
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Anexo 5. Sobrevivencia de Listeria monocytogenes en pavo a diferentes temperaturas y

dias en musculo de pavo.
a) Masculo a 37 °C dias 0, 1y 2.
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b) Musculo a 25 °C dias 0, 1y 5.
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Continuaciéon Anexo 5.
c) Musculoa 4 °Cdias0,1y7.
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Anexo 6. Sobrevivencia de Listeria monocytogenes en pavo a diferentes temperaturas y
dias en piel de pavo ahumada.

a) Piel ahumada a 37 °C dias 0, 1 y 2.
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Continuacién anexo 6
b) Piel ahumada a 25 °C dias 0, 1 y 5.
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Anexo 7. Sobrevivencia de Listeria monocytogenes en pavo a diferentes temperaturas y dias en

piel de pavo ahumada con Flavo®Fresh.
a) Piel ahumada+ FFa37°Cdia0, 1y 2.
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b) Piel ahumada + FFa25°Cdia0,1y5.
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Continuacion Anexo 7.
c)Piel + FFa4°Cdia0,1y7.
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