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Abstract

The inactivation of Listeria monocytogenes in skimmed milk and TSB medium (Tryptic Soy
Broth) with close to neutral pH and isothermal treatment at 55 and 57.5°C has been
evaluated. Milk was thermally treated during 3 min at 952C and subsequently inoculated.
The substrate (milk and TSB), do not exert an important effect on the parameters of
thermal inactivation of Listeria monocytogenes.
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Resumen

Se ha evaluado la inactivacion de Listeria monocytogenes en leche desnatada y medio TSB
(Tryptic Soy Broth) con pH cercano al neutro y tratamientos isotérmicos a 55 y 57.5°C. La
leche se traté térmicamente a 952C durante 3 min y posteriormente fue inoculada. El
sustrato (leche y TSB), no ejercen un efecto importante sobre los parametros de
inactivacion térmica de Listeria monocytogenes.
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1. INTRODUCCION

L. monocytogenes es un patégeno Gram-positivo transmitido por los alimentos, que es capaz
de sobrevivir en un amplio rango de ambientes, tales como temperaturas de refrigeracién, pH bajo
y altos niveles de NaCl. Se ha demostrado que puede sobrevivir a tratamientos térmicos suaves
[1]. También se ha demostrado que la resistencia al calor de diferentes microorganismos se
incrementa cuando sus células son expuestas durante un periodo corto de tiempo a temperaturas
moderadamente elevadas, normalmente por encima del maximo para su crecimiento, antes de
aplicar el tratamiento térmico para su inactivacion [2]. Esto permite utilizar determinadas
temperaturas para realizar estudios sobre inactivacion térmica.

Diferentes factores antes y durante la manipulacién de los alimentos pueden causar
contaminacién microbiana de productos frescos [3]. La disponibilidad de nutrientes y la alta
actividad de agua de algunos productos, promueven el rapido crecimiento de patogenos
alimentarios [4]. La posible presencia de especies patdgenas en las materias primas (leche), entre
ellas L. monocytogenes, representa un riesgo microbioldgico incluso a temperaturas de
refrigeracion [5]. Por lo tanto, para garantizar su seguridad, la leche requiere un proceso de
pasteurizacion adecuado para posibilitar la destruccion de patdégenos y reducir la flora
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microbiana de deterioro. Sin embargo, el proceso térmico puede ser acortado a 15-30 s. mediante
una pasteurizacion rapida a elevada temperatura, por lo que el estudio del binomio tiempo
temperatura es fundamental [6]. También es necesario evitar la recontaminacién posterior del
producto con microorganismos patdgenos.

La presencia demostrada de L. monocytogenes bajo condiciones de refrigeracion [7], puede
representar un peligro potencial para la salud dada la conocida capacidad de L. monocytogenes
para sobrevivir en productos almacenados durante largos periodos en refrigeracion.

En alimentos listos para el consumo que puedan permitir el desarrollo de L. monocytogenes
antes de que el alimento haya dejado el control inmediato de la empresa alimentaria que los haya
producido, debe demostrar que el producto no superari el limite de 100 UFC/g durante su vida
util; Si no se puede demostrar, se considera satisfactorio si todos los valores observados indican
ausencia de la bacteria e insatisfactorio si se detecta la presencia de la bacteria en cualquiera de
las muestras [8].

El objetivo de este estudio fue evaluar efecto del sustrato sobre parametros de inactivacidon
térmica de Listeria monocytogenes.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Preparacion de la Cepa utilizada

La cepa de L. monocytogenes CECT 4032 fue suministrada por la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo. Aproximadamente 100 pL de la cepa se inocularon en 50 mL de TSB y se incub6 a
37°C durante 24 horas para obtener las células en fase de crecimiento estacionario con una
concentracion aproximada de 1 x 10° UFC/mL.

2.2 Inoculacién de los sustratos

Los sustratos leche desnatada (previamente tratada térmicamente a 95°C) y TSB se
inocularon con L. monocytogenes (CECT 4032) en concentraciones iniciales de 106 a temperaturas
constantes de 55 y 57.5°C. Se estudid la inactivacién de L. monocytogenes (CECT 4032) a las
temperaturas indicadas.

2.3 Recuento microbioldgico de L. monocytogenes

El medio utilizado para células viables fue Tryptona Soya Agar (TSA). Las diluciones
seleccionadas se incubaron a 37°C durante 24 horas, posteriormente se realiz6 el conteo. La
reduccion de células viables se expresé como el logaritmo de UFC/mL.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En las Figuras 1y 2, se pueden observar las curvas de inactivacion de L. monocytogenes tras
un tratamiento isotérmico en leche desnatada y un medio de calentamiento con pH neutro. A 55°C
y 57.5°C, las curvas de inactivacidon presentan un comportamiento lineal, con una ligera cola a
57.5°C para la leche. La presencia de colas en curvas de inactivacion se puede asumir como una
situacién en la que el microorganismo se ha adaptado a las condiciones estresantes y su poblacion
no disminuye, es decir, se mantiene constante. Por lo tanto, resulta ser una circunstancia
desagradable en el ambito de la industria agroalimentaria. En el estudio dirigido por Murphy,
Beard, Martin, Duncan, y Marcy [9], L. monocytogenes tuvo mayor resistencia que Salmonella spp.
y E. coli0157:H7 cuando se trataron térmicamente a 55°C. Sharma, Adler, Harrison y Beuchat [10]
también reportaron que L. monocytogenes fue relativamente mas termoresistente que E. coli
0157:H7 y Salmonella spp. cuando se trataron a 57°C en zumo de meldn.
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Ambos sustratos (leche y TSB) tratado a 55°C presentaron una reduccién de 5 ciclos
logaritmicos después de 60 minutos sin diferencias importantes a lo largo del
estudioobservandose una menor desviacion de la cinética de primer orden en el medio TSB que
en leche (Figura 1). Dichos sustratos a 57.5°C presentaron una reduccién de 4 ciclos logaritmicos
después de 15 minutos sin diferencias importantes a lo largo de la experiencia, observandose de
nuevo menor desviaciéon de la cinética de primer orden en el medio TSB que en leche (Figura 2).
La inactivacién de L. monocytogenes en diferentes substratos de frutas han sido evaluados por
varios autores. Por ejemplo, Hassani et al. [11], reportaron una inactivacién de 5 ciclos
logaritmicos de L. monocytogenes en un medio de referencia (pH = 4) cuando este fue tratado a
58°C durante 84 s; este resultado difiere con el nuestro a 57.5°C, lo cual demuestra la gran
importancia e influencia que tiene el pH sobre el comportamiento de un microorganismos en este
caso L. monocytogenes ya que el pH utilizado en nuestra experiencia fue cercano a 7.

4. CONCLUSIONES

El sustrato, en este caso leche, no ejerce un efecto importante sobre los parametros de
inactivacién térmica de L. monocytogenes a 55°C y 57.5°C. La cinética de inactivacién observada
presentd una mayor desviacion de la linealidad en leche que en TSB.
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Figura 1. Inactivacién de Listeria monocytogenes inoculada en leche y medio TSB tratados
isotérmicamente a 55°C.
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Figura 2. Inactivacién de Listeria monocytogenes inoculada en leche y medio TSB tratados
isotérmicamente a 57.5°C.
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