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Abstract

The growth of Listeria monocytogenes in a purple smoothie made of fresh fruit and
vegetables during storage at 5 and 28°C has been evaluated. After smoothie elaboration, it
was thermally treated during 3 min at 95 °C and subsequently inoculated. A very dynamic
behavior of listeria at 28°C was found, reaching the death stage after 10 days in all
concentrations assayed. There was no death nor growth of listeria at 5°C.
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Resumen

En este trabajo se ha evaluado el crecimiento de Listeria monocytogenes en un smoothie
morado a base de fruta y hortalizas frescas durante una simulacién de la vida comercial a
5°Cy 28°C. Tras la preparacion del smoothie, éste se proces6 térmicamente a 95 °C durante
3 min y posteriormente fue inoculado. Se observ6 un comportamiento muy dinamico de la
listeria durante la conservacion a 28°C, alcanzando la fase de muerte tras 10 dias para
todas las concentraciones ensayadas. No se registré muerte ni crecimiento de la listeria a
5°C.
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1. INTRODUCCION

Diferentes factores y el contacto humano durante las practicas de cosecha y la manipulacién
posterior pueden causar contaminacién microbiana de productos frescos [1]. La disponibilidad
de azucar, nutrientes y la alta actividad de agua de las frutas y hortalizas, promueven el rapido
crecimiento de patégenos alimentarios [2]. La posible presencia de especies patégenas en las
materias primas (frutas y hortalizas) principalmente respecto a Listeria monocytogenes,
representa un riesgo microbiolégico incluso a temperaturas de refrigeracion [3]. Por lo tanto, para
garantizar su seguridad, el smoothie de frutas y hortalizas requiere un proceso de pasteurizacion
adecuado (86-96°C durante 2 minutos) para posibilitar la destruccién de patégenos y reducir la
flora microbiana de deterioro. Sin embargo, el proceso térmico puede ser acortado a 15-30 s.
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mediante una pasteurizacion rapida a elevada temperatura por lo que el estudio del binomio
tiempo temperatura es fundamental [4]. También es necesario evitar la recontaminacion
posterior del producto con microorganismos patégenos.

Se ha demostrado la presencia de L. monocytogenes bajo condiciones de refrigeraciéon en
frutas y hortalizas, como tomates, naranjas, fresas y ensalada de frutas frescas [5]. El pH minimo
para el crecimiento de L. monocytogenes fue reportado en 4.3 utilizando un medio acidificado con
HCI [6]; por otra parte, el pH minimo que permite el crecimiento de este patégeno en los productos
alimenticios es de 4.6 [7]. En alimentos listos para comer a base de frutas acidas 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 este
sentido, algunos autores han encontrado que L. monocytogenes debe utilizarse como el organismo
de referencia en la evaluacion de letalidad de procesos UV y térmicos para zumo de manzana (pH
= 3.68), ya que este patégeno mostré mayor resistencia que E. coli, Salmonella enteritidis o
Salmonella typhimurium a este pH bajo [8].

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 superara 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 [9].

El objetivo de este estudio fue evaluar la viabilidad o crecimiento de L. monocytogenes,
durante la conservacion a 5 y 28°C en smoothies morados a base de fruta y hortalizas frescas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Preparacion de la Cepa utilizada

La cepa de L. monocytogenes CECT 4032 fue suministrada por la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo. Aproximadamente 100 pL de la cepa se inocularon en 50 mL de TSB (Tryptic Soy
Broth) y se incubd a 37°C durante 24 horas para obtener las células en fase de crecimiento
estacionario con una concentracion aproximada de 1 x 109 UFC/mL.

2.2 Inoculacién de la muestra de smoothie

Las muestras de smoothie (20 mL) previamente preparadas, desinfectadas con Hipoclorito
de Sodio de uso alimentario (150 ppm; 2 min), enjuagadas en agua de la red 1 min y tratadas
térmicamente a 95°C se inocularon con L. monocytogenes (CECT 4032) en concentraciones
iniciales de 102, 103, 104 y 105. Se almacenaron inmediatamente a 5 y 28°C hasta su uso para los
estudios microbiolégicos en condiciones de oscuridad. Se estudié el crecimiento de L.
monocytogenes (CECT 4032) durante su almacenamiento a las temperaturas indicadas.

2.3 Recuento microbiolégico 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. El
crecimiento y/o reduccién de células viables se expresé como el logaritmo de UFC/mL partiendo
del dia 0.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se determind el crecimiento de Listeria monocytogenes inoculada en smoothies tratados
térmicamente a 95 °C utilizando concentraciones de 102 a 105 a durante una vida comercial de 5
y 28°C.
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3.1 Smoothies conservados a 5°C

En la Fig. 1, se observa que no existe crecimiento de L. monocytogenes en smoothies
inoculados y conservados a 5°C, sino que con el tiempo esta poblacién tiende a disminuir
lentamente ya que tras 35 dias de almacenamiento la concentracién baj6 aproximadamente media
unidad logaritmica para las diferentes concentraciones de inoculaciéon ensayadas. En la muestra
sin inocular no se produjo crecimiento bacteriano apreciable.

3.2 Smoothies conservados a 28°C

En los smoothies conservados a 28°C (Figura 2), L. monocytogenes tuvo un comportamiento
muy diferente en comparacién con los conservados a 5 °C. Ello se debi6 a que esta temperatura
de conservacién se acerca mucho a la temperatura oOptima de crecimiento de este
microorganismo. Asi, tras crecer hasta niveles de 7 logio UFC/mL en todas las concentraciones
iniciales ensayadas, la fase de declive fue muy pronunciada y después de 15 dias de
almacenamiento, dicha poblacién disminuy6 a niveles inferiores a 103 UFC/mL. En la muestra sin
inocular no se produce un crecimiento bacteriano apreciable.

L. monocytogenes ha mostrado que, a valores cercanos de pH a 4.5, no pudo crecer a una
temperatura de conservacién de 5 °C. No obstante, el microorganismo fue capaz de proliferar a
concentraciones elevadas en el smoothie a una temperatura cercana a la éptima de crecimiento
(28 °C). Ello indica que la temperatura es una barrera determinante para el control de su
proliferacion en el smoothie estudiado. Se ha demostrado que la presencia de L. monocytogenes
bajo condiciones de refrigeracién en frutas y hortalizas [5]. Nuestros resultados indican que, para
evitar el riesgo que supone la presencia de recuentos elevados de L. monocytogenes en este tipo
de productos, es necesario evitar la recontaminacion del producto final por este microorganismo
y garantizar una adecuada refrigeracion. Este factor actiia como una importante medida de
control adicional.

4. CONCLUSIONES

El comportamiento de L. monocytogenes inoculada en el smoothie, se mostré dependiente
de la temperatura y concentracion. Asi, se aprecié estable sin observarse crecimiento en la
poblacion durante 35 dias a 5°C, apreciandose una cierta inactivacién durante el almacenamiento.
A 28°C, temperatura muy cercana a la 6ptima para el crecimiento de este microorganismo, se vio
que L. monocytogenes fue capaz de crecer, pese a que el pH del producto era cercano al inhibitorio
descrito en la bibliografia sin que existiesen potentes agentes antimicrobianos que controlasen su
crecimiento. Es necesario llevar a cabo estudios adicionales para caracterizar los mecanismos de
este comportamiento y su posible interés en el establecimiento de procesos combinados.
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Figura 1. Grafico de crecimiento de Listeria monocytogenes inoculada en smoothies y conservados
a 5°C.
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Figura 2. Grafico de crecimiento de Listeria monocytogenes inoculada en smoothies y conservados
a 28°C.
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