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1. RESUMEN

En este estudio se valor6 el efecto letal de la técnica de coccion al vacio (sous-vide)
sobre Listeria monocytogenes (Scott A y CECT 4031) inoculada en carne de cerdo,
previamente refrigerada (4°C durante 24 h) o congelada (-20°C durante 15 dias), y
en la microbiota aerobia mesofila contaminante. De igual forma se evalud la
posibilidad de recuperacion y multiplicacion de los microorganismos durante su
posterior conservacion (4 y 8°C). Las muestras de lomo de cerdo (Longissimus
dorsi) fueron tratadas en horno mixto de conveccion-vapor a 60°C durante 30, 60 y
90 min. No se observaron diferencias significativas en las letalidades obtenidas en
funcién de cada tratamiento, tanto para los microorganismos aerobios mesdéfilos
como para Listeria monocytogenes, evidencidndose en esta Ultima una reduccién de
6 log.o UFC/g para ambas cepas. La temperatura de almacenamiento tuvo un efecto
significativo en la recuperacion de los microorganismos aerobios mesofilos,
disminuyendo su vida util en las muestras conservadas a 8°C. Al comparar la
materia prima inicialmente refrigerada con la congelada, se observaron diferencias
significativas Unicamente en las muestras tratadas durante 30 min y almacenadas a
8°C en la cepa Scott A. La cepa CECT 4031 no alcanzé los 2 log;o UFC/g ningun
dia de analisis, tanto para las muestras refrigeradas como congeladas. Lo mismo
ocurrié en la cepa Scott A para las muestras congeladas, sin embargo, las muestras
inicialmente refrigeradas y tratadas durante 30 min, alcanzaron dicho recuento a
partir del dia 5, observandose un efecto significativo de la temperatura de
conservacion a 8°C, reduciendo de esta forma su vida comercial. Para las muestras
tratadas a 60°C durante 60 o 90 min, el indicador para determinar la vida util es el
recuento total de aerobios mesoéfilos, mientras que para las muestras tratadas a
60°C durante 30 min, el microorganismo indicador es Listeria monocytogenes (cepa
Scott A), especialmente cuando la temperatura de conservacion no se mantiene

escrupulosamente inferior o igual a 4°C.



2. ABSTRACT

In this study the lethal effect of cooking under vacuum technology (sous-vide) was
assessed on Listeria monocytogenes (Scott A and CECT 4031) inoculated on pork
meat previously refrigerated (4°C during 24 h) or frozen (-20°C during 15 days), and
in the non-pathogenic aerobic microbiota. In the same way the recovery possibility
and microorganism growth during conservation (4 y 8°C) were also evaluated. Pork
loin samples were treated in a mixed convection-steam oven at 60°C during 30, 60
and 90 min. No significant differences were observed in lethality results in each
treatment for mesophilic aerobic microorganisms as well as Listeria monocytogenes,
the latter with a 6 log;o CFU/g reduction in both strains. Storage temperature had a
significant effect on the recovery of mesophilic aerobic microorganisms, decreasing
their shelf life in samples conserved at 8°C. When comparing raw material initially
refrigerated with the frozen one, significant differences were observed only in
samples treated during 30 min and stored at 8°C in Scott A strain. CECT 4031 strain
did not reached 2 log,;o CFU/g in any day of analysis, for both refrigerated and frozen
samples. The same situation was observed in Scott A frozen samples, however,
initially refrigerated and 30 min treated samples reached this count since day 5, with
a significant effect of storage temperature at 8°C, thus lowering their shelf life. For
the samples treated at 60°C during 60 or 90 min, the target organism to determine
shelf life is total count of mesophilic aerobic microorganisms, while for the samples
treated at 60°C during 30 min, target organism is Listeria monocytogenes (strain
Scott A), specially when the conservation temperature is not carefully maintained

equal or lower than 4°C.



3. INTRODUCCION

En la actualidad, existe un gran interés por los productos de facil preparacién con un
menor contenido de aditivos o libres de ellos y con una calidad nutritiva y sensorial
lo mas similar a los alimentos tradicionales. Una de las tecnologias aplicadas en la
fabricacion de platos cocinados no esterilizados, se basa en el denominado
cocinado y enfriamiento o cook and chill. El objetivo principal de esta tecnologia es
asegurar la inocuidad y extender la vida util de los alimentos, a la vez de preservar
las propiedades nutricionales y realzar los atributos sensoriales. Dentro de este

grupo se incluye el cocinado sous-vide, “bajo vacio” en espafiol (Diaz, 2009).

De acuerdo con Ghazala et al. (1995), el concepto es simple: los productos frescos,
crudos se colocan en una bolsa o bandeja semirigida, sellada al vacio, y son
cocidos lentamente bajo un tratamiento térmico suave, se enfrian y se almacenan a
4°C hasta el momento de ser servidos. El cierre hermético impide la pérdida de
humedad y por lo tanto el producto se mantiene tierno y la contraccion se reduce al
minimo. El envasado al vacio aumenta la vida util mediante la inhibicion de

microorganismos de degradacién aerébica oxidativa y degradacion quimica.

Los consumidores demandan cada vez mas productos “caseros”, pero también
quieren comodidad; ambas caracteristicas pueden ser proporcionadas por los
productos sous-vide. Sin embargo, los tratamientos térmicos suaves mencionados
anteriormente, no evitan que ciertas bacterias patdgenas sobrevivan en el alimento,
lo que preocupa al sector que utiliza la coccién sous-vide (restaurantes, cocinas que
abastecen a sistemas de catering, hoteles, hospitales, colegios, etc.), por los riesgos

asociados a este tipo de productos.

En este proyecto se determind el efecto de diferentes tratamientos de coccién al
vacio sobre la microbiota habitual, asi como sobre Listeria monocytogenes, bacteria
patdégena de gran importancia higiénicosanitaria, habitualmente implicada en brotes
de toxiinfecciones alimentarias. La evaluacion se realiz6 en muestras elaboradas
con carne de cerdo, que posean una cantidad suficientemente representativa de

dicho patogeno.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Cocinado sous-vide

4.1.1. Origen

El cocinado sous-vide se desarrollé en Francia a partir de una técnica culinaria
denominada en papillote, que consistia en envolver los alimentos en un pergamino
y cocinarlos en horno a una temperatura media. De esta forma, los alimentos
mantenian su humedad y resultaban mas tiernos y sabrosos. A finales de 1960, el
desarrollo de plasticos alimentarios resistentes a la temperatura le permitié al chef
francés Georges Pralus experimentar con el sellado al vacio y la coccion lenta,
como una manera de extender la vida util y evitar la contraccion del foie gras.
Cuando el foie gras se consumia, sabia como si hubiese estado recién preparado
(Diaz, 2009; Ghazala et al., 1995). Actualmente, el método sous-vide tiene diversas
aplicaciones y entre sus posibles usuarios se incluyen: servicios de restauracion
comercial, vendedores minoristas de alimentos, hoteles y restaurantes, sistemas de
transporte (aéreo, ferroviario y maritimo), las fuerzas armadas, servicios de
restauracion de hospitales, el mercado de alimentos saludables, escuelas y

servicios de comida rgpida (Nyati, 2000).

4.1.2. Tecnologia empleada

De acuerdo con Schellekens (1996), la cocina sous-vide o la cocina al vacio se
define como: “materias primas o materias primas con alimentos intermediarios que
se cocinan bajo condiciones controladas de tiempo y temperatura, dentro de bolsas
selladas al vacio y estables al calor.” Tipicamente se usan temperaturas mas bajas
(bajo 100°C) y tiempos mas largos de coccion que los usados en la cocina

tradicional.

Las diversas etapas de la cocina sous-vide se muestran en la Figura N° 1.
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Figura N° 1: Diagrama de flujo del proceso sous-vide (Smith et al., 1990)



Segun Llebaria et al. (2012), dentro de la tecnologia sous-vide se pueden distinguir
dos grandes grupos en funcién del destino y las caracteristicas iniciales y finales del
producto cocinado al vacio:

1. Coccion al vacio y servicio inmediato: La combinacion tiempo/temperatura es
muy suave y variable entre productos, y se alcanzan valores finales a
corazén de producto que no superan los 65°C y que a menudo pueden
guedar en torno a los 40°C. Se busca el punto éptimo de coccion del
alimento, que se sitda en la frontera entre lo que es crudo y lo que es cocido.

Un ejemplo representativo de este grupo es la coccion al vacio del pescado.

2. Coccion al vacio y conservacién previa al servicio: En este tipo de coccién se
alcanzan valores de temperatura a corazén de producto entre 65°C y 80°C
durante un tiempo variable. Es el tipo de coccion utilizada para vegetales o
para productos carnicos con partes gelatinosas o duras que hay que fundir o

reblandecer.

i. Envasado

La etapa de envasado es crucial en el cocinado sous-vide por su importancia en la
inhibicion del deterioro quimico y microbiolégico durante el procesado y
almacenamiento, aumentando de esta forma la vida util del producto. El sellado de
las bolsas debe ser revisado cuidadosamente, para prevenir la contaminacion
después del proceso y la consecuente reduccion de la vida util y la seguridad del
producto (Diaz, 2009; Ghazala et al., 1995; Nyati, 2000).

Los alimentos sous-vide son envasados al vacio en bolsas o bandejas de plastico
antes de la pasteurizacion, a continuacién y ya herméticamente sellados, son
guardados bajo refrigeracion (4°C) durante toda su vida Util (Ghazala et al., 1995). Al
mismo tiempo, el material del envase debe cumplir con varios objetivos y por lo
tanto con varias especificaciones. Su funcion principal es proteger al alimento del
medio externo y preservar el ambiente gaseoso creado en su interior, también debe

ser resistente a altas temperaturas y tener una baja permeabilidad a los gases (O,,



vapor), suficiente resistencia mecénica y limitada migracion de los componentes del
plastico. Aparte de estas caracteristicas basicas, es deseable que reuna otras
propiedades desde el punto de vista legal, técnico, comercial, etc. (Diaz 2009;
Schellekens, 1996).

De acuerdo con Diaz (2009), las caracteristicas técnicas del equipo de envasado
son muy importantes para asegurar la atmosfera dentro del envase durante el
cocinado y almacenamiento del producto. La cantidad de aire residual que queda
dentro del envase, depende del tipo de alimento que contenga; productos liquidos o
productos que contengan salsas calientes no pueden ser sellados completamente al
vacio, por lo tanto un valor tipico para la presion residual dentro del envase en este
tipo de alimento es 120 mbar. Para productos sdélidos la presion residual dentro del

envase puede llegar hasta los 10 mbar (Schellekens, 1996).

ii. Cocinado

La etapa de cocinado tiene lugar después de la preparacion y el procesado del
alimento, y el tiempo transcurrido entre una fase y otra debe ser minimo para
prevenir, tanto el deterioro microbiolégico, como el crecimiento de microorganismos
patégenos. Al mismo tiempo que el cocinado debe conseguir que los alimentos
como la carne y el pescado tengan una textura tierna y jugosa, no hay que olvidar el
principal objetivo que es proporcionar alimentos seguros y con una extensa vida

comercial (Diaz, 2009).

A diferencia de los alimentos convencionales procesados térmicamente, los
productos sous-vide se someten a un tratamiento térmico minimo. Durante el
cocinado, generalmente se obtienen temperaturas moderadas en el centro del
producto (normalmente 70-80°C), que garantizan una calidad superior en términos
de propiedades nutricionales y sensoriales, pero ésto también implica que células
vegetativas y particularmente esporas de microorganismos dafinos, puedan
sobrevivir al proceso. Lo anterior ha generado cierta preocupacion por la salud

publica de estos alimentos minimamente procesados, sobre todo si se pierde la



cadena de frio en alguna etapa de la produccion del alimento, almacenamiento,
distribucién y/o comercializacién (De Baerdemaeker y Nocolai, 1995; Schellekens,
1996; Smith et al., 1990).

Debido a los posibles riesgos microbiol6gicos asociados al tratamiento térmico, las
autoridades de varios paises han desarrollado normativas en lo referente a
alimentos sous-vide. En éste sentido, The US National Advisory Committee on
Microbiological Criteria for Foods (NACMCEF), establece que para carne de animales
de abasto y pollo, los procesos térmicos deben demostrar una reduccién de al
menos cuatro unidades logaritmicas de Listeria monocytogenes, asi como un control
en la produccion de toxinas de Clostridium botulinum proteolitico y no proteaolitico.
Mientras que The UK Department of Health y The Australian Quarantine and
Inspection Services, recomiendan una temperatura al centro del producto de 70°C
durante el tratamiento térmico, para un producto que tenga una duracion prevista de
28 dias a una temperatura de 0-3°C. En 1998 la FDA (Food and Drug
Administration) establecié las siguientes recomendaciones para los alimentos sous-
vide: los productos sous-vide deben producirse y distribuirse de acuerdo a las GMP
(Good Manufacturing Practice); ademas de las GMP, deben seguirse las directrices
del sistema HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point) estrictamente, dado
gue la pérdida de la cadena de frio es bastante comun, las empresas sous-vide
deben utilizar registradores de tiempo y temperatura para monitorear el producto
(Anonimo, 1991; Nyati, 2000; Schellekens, 1996).

Segun The UK Advisory Committee on the Microbiological Safety of Food (ACMSF),
el tratamiento minimo para asegurar la inocuidad de los alimentos, es de 90°C por
10 min, sin embargo, estos tratamientos a temperaturas superiores a 70°C pueden
destruir vitaminas termolabiles y producir pérdida de jugosidad, afectando a la
calidad nutricional y sensorial de los platos cocinados. Por esta razon, resulta muy
importante establecer tratamientos equivalentes en relacion a la efectividad
antimicrobiana, que permitan trabajar a temperaturas cercanas a 70°C durante

periodos mas largos (Diaz, 2009; Schellekens, 1996).



En la Tabla N° 1 se resumen algunos ejemplos de tratamientos térmicos empleados
para ciertos productos sous-vide cocinados a base de carne o pescado.

Tabla N° 1. Temperatura interna en el centro del producto y tiempo de cocinado

para diferentes platos sous-vide con una base de carne o pescado

PLATO SOUS-VIDE TEMPERATURA/TIEMPO ‘

50°C/1 h
Salmén 90°C/15 min

90°C/5 min

90°C/10 min
Trucha 90°C/3,3 min
Atln 90°C/20 min
Papada de cerdo 70°C/17 h
Pichén 62°C/2 h

Salsa de tomate y carne  70°C/900 min

Pollo con salsa 90°C/45 min
Alas de pollo 75°C/24 min
Pollo 80°C/10 min

50°C/350 min

Ternera 859C/2 h

Diaz, 2009

iii. Enfriamiento rapido

Después de calentados, la temperatura al centro de los alimentos es de
aproximadamente 70°C. Luego se enfrian a una temperatura en un rango entre
1-8°C. El enfriamiento debe efectuarse inmediatamente tras la finalizacion del
cocinado, no deben transcurrir mas de 30 min y se debe alcanzar una temperatura
interna de 0 a 3°C antes de 90 min (Diaz, 2009; Schellekens, 1996).

Los sistemas de enfriamiento més utilizados en la industria de la restauracion
emplean aire, agua, placas o camaras frigorificas. Los abatidores de aire utilizados

en esta tecnologia, son capaces de bajar la temperatura desde 70°C a 3°C en 90

7



min o desde 70°C a -18°C en 240 min, segun sea destinado a refrigeracion o

congelacion, respectivamente (Diaz, 2009).

En los paises de la Union Europea se han desarrollado diferentes regulaciones en lo
referente a enfriamiento y almacenamiento bajo refrigeracion de alimentos. La Tabla
N° 2 resume la legislacién relativa a la refrigeracion de productos cocidos en

algunos paises europeos.

Tabla N° 2: Legislacion relativa a la refrigeracion de productos cocidos en algunos

paises europeos

PAIS ENFRIAMIENTO DESPUES DEL ALMACENAMIENTO EN
CALENTAMIENTO FRIO (°C)
Bélgica Inmediatamente 7
Francia A 2°C dentro de 2 horas 0-3/4
Espafia No definido, especifico para cada 0-4
producto
Reino - .
Unido Tan rapido como sea posible 8

Schellekens, 1996

Por su parte Llebaria et al., (2012), recomienda asegurar una temperatura de 4°C en

el corazon del producto en un maximo de 24 h.

iv. Almacenamiento

Los alimentos sous-vide pueden almacenarse en refrigeracion o congelacion. De
acuerdo con Diaz (2009), la refrigeracion es el método de conservacion idoneo para
platos sous-vide de alta calidad sensorial cuya textura y otras cualidades
sensoriales empeoran al aplicar tratamientos de congelacién. Sin embargo, resulta
menos efectivo que la congelacion para prevenir el deterioro de los alimentos. El
principal riesgo asociado al almacenamiento refrigerado de los alimentos cocinados

sous-vide, es la germinacion y multiplicacion de las posibles esporas supervivientes



al tratamiento térmico. Sin embargo, también se deben tener en cuenta a los
microorganismos lesionados y/o supervivientes al proceso, que pueden multiplicarse
durante el almacenamiento del alimento, especialmente si se rompe la cadena de

frio.

El procesamiento sous-vide prolonga la vida util de los alimentos en comparacion
con los métodos convencionales cook and chill. En general, la vida atil varia en un
rango de 6-42 dias. Para carnes rojas se describe que pueden conservar su calidad
sensorial durante 23-25 dias, los productos de carne blanca por 14-30 dias, y los
productos de pescado y vegetales por 7 dias (Armstrong y Mcllveen, 2000; Diaz et
al., 2008; Schellekens, 1996). En relacién a lo mismo, Llebaria et al. (2012), propone
que el periodo de conservacion de los productos cocinados al vacio tenga un
maximo de 10 dias a una temperatura maxima de 4°C. Si no se cumple esta
exigencia, existe la posibilidad de multiplicacion de Listeria monocytogenes o la

formacién de toxina de Clostridium botulinum.

v. Regeneracién del producto

El tratamiento de regeneraciéon (recalentamiento previo al servicio) debe asegurar
temperaturas superiores a 70°C en el centro del producto. Sin embargo, si los
alimentos van a ser consumidos inmediatamente después de la regeneracion,
entonces es suficiente alcanzar temperaturas superiores o iguales a 63°C (Diaz,
2009). En relaciébn a lo mismo, Llebaria et al. (2012), establece que se debe
asegurar una temperatura superior o igual a 65°C en el centro del producto en el

minimo tiempo posible sin superar la temperatura de coccidn empleada.

Los equipos de regeneracion mas empleados en la industria, utilizan por ejemplo,
bafios de agua hirviendo durante 10-15 min o microondas durante 4-5 min. También
se puede realizar la regeneracion del producto en horno de vapor, plancha, freidora,
etc. (Llebaria et al., 2012; Smith et al., 1990).



4.2. Ventajas del cocinado sous-vide

La técnica sous-vide ha surgido en las ultimas décadas como un proceso de
catering que es capaz de proporcionar alimentos con una calidad sensorial superior
y una vida uatil mayor, que los alimentos tradicionalmente pasteurizados (De

Baerdemaeker y Nicolal, 1995).

Segun Schellekens (1996), las principales ventajas del cocinado sous-vide son de
caracter econémico (por ejemplo, mejor uso de la mano de obra y del equipamiento,
a través de la produccion centralizada) y cualitativo (por ejemplo, menor uso de
saborizantes, mayor conservacion de las vitaminas, retencién de los jugos naturales

de los alimentos).

De acuerdo con Armstrong y Mcllveen (2000), se ha observado la mejora de la
textura, particularmente la jugosidad y ternura de la carne, debido a la cocina
humeda con temperaturas inferiores a 100°C. Al mismo tiempo se genera una
pérdida minima de peso de 5-10%, comparada con la cocina tradicional que genera
una pérdida de 25-40%. Referente a lo mismo, Nyati (2000), sefiala que las ventajas
asociadas al cocinado sous-vide incluyen un perfil de sabor superior a los alimentos
congelados, asi como también la retencion de sabores volétiles dentro del envase,
gue intervienen en la percepcion del olor y el sabor del producto, y también evitan la
aparicion de olores y sabores desagradables producidos por la oxidacion de las
grasas. La mayor terneza del producto y el mantenimiento del color, se debe a que
los nutrientes no se filtran en el agua hirviendo. Ademas, el almacenamiento en
bolsas al vacio con baja permeabilidad al oxigeno, evita el contacto del producto con
el aire, y por lo tanto, los alimentos mantendran su calidad de textura, sabor, color y
calidad microbiolégica mucho mas que un alimento del mismo tipo que no esté
envasado al vacio. Lo anterior implica que el cocinado sous-vide es capaz de
incrementar la vida util de algunos productos con respecto a otros métodos mas
tradicionales (Diaz, 2009; Planas 2010).
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4.3. Desventajas del cocinado sous-vide

De acuerdo con Ghazala et al. (1995), en el sector se ha expresado preocupacion
sobre la inocuidad sanitaria de estos alimentos, debido al potencial abuso de
temperatura y la multiplicacién de patdgenos durante su conservacion. Dicha
preocupacién se justifica, en vista de que muchos agentes patégenos son capaces
de replicarse a temperaturas entre 3 y 12°C y producir toxinas sin generar deterioro
organoléptico. Al mismo tiempo, Nyati (2000), sefiala que aunque el proceso ha
generado un considerable interés internacional debido a sus ventajas operativas y
elevado perfil sensorial, su desarrollo ha ido acompafiado de serias advertencias de
las autoridades debido a la percepcién de los posibles riesgos a partir de psicrofilos,

microaerofilos y anaerobios.

Patbgenos no esporulados transmitidos por los alimentos y de importancia para la
salud publica, que pueden estar presentes en los alimentos sous-vide, incluyen
cepas entero patégenas de Campylobacter, Escherichia coli, Salmonella,
Staphylococcus, Aeromonas, Listeria y especies de Yersinia. Diversos estudios han
demostrado que L. monocytogenes y Y. enterocolitica son capaces de multiplicarse
a temperaturas de refrigeracion (<5°C) durante un periodo de tiempo prolongado
(7-21 dias). También se ha informado que patégenos tradicionales transmitidos por
los alimentos, tales como especies de Salmonella y Staphylococcus aureus, son
capaces de duplicarse a temperaturas de 5-12°C, es decir, condiciones de abuso
minimo de temperatura. Mientras que todos estos patdégenos no esporulados
debiesen ser destruidos durante el proceso térmico, ellos representan una amenaza
potencial para el consumidor si, por ejemplo, las materias primas son de baja
calidad microbioldgica, o el producto se contamina durante el proceso debido a una
mala practica de manufactura, o el proceso de pasteurizacion resulta inadecuado
para destruir una alta carga microbiana de estos patdégenos no esporulados (Smith
et al.,, 1990). El principal problema de la cocina al vacio, reside en los
microorganismos patdgenos formadores de esporas capaces de soportar los suaves

tratamientos térmicos y germinar durante el almacenamiento refrigerado, llegando a

11



producir toxiinfecciones alimentarias. Dentro de este grupo se incluyen cepas
proteoliticas y no proteoliticas de Clostridium botulinum, Bacillus cereus y
Clostridium perfringens (Diaz, 2009).

En cuanto a las pérdidas nutricionales de estos alimentos, Creed (1995), sefiala que
las vitaminas de interés en este caso seran las que puedan disminuir durante el
método de procesamiento sous-vide, es decir, las que son sensibles al tratamiento
térmico: tiamina (vitamina B;), riboflavina (vitamina B,) y acido ascérbico (vitamina
C). Las pérdidas de minerales no son causadas por el calor, pero pueden ocurrir por
la lixiviacién en el agua de coccidn. En el caso de la técnica sous-vide, el contenido

mineral de los alimentos frescos es probable que se mantenga.

4.4, Listeria monocytogenes

De acuerdo con Adams y Moss (2000), el género Listeria tiene seis especies: L.
monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii, y L. grayi. Solo
las especies hemoliticas L. monocytogenes, L. ivanovii y L. seeligeri pueden, en
ocasiones, estar relacionadas con patogenicidad en humanos, aunque es L.
monocytogenes la Unica especie que ha sido involucrada en brotes de listeriosis de
origen alimentario. La mayoria de los casos de listeriosis humana son causados por

solo tres de los trece serotipos identificados (1/2a, 1/2b y 4b).

Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo, catalasa
positivo, oxidasa negativo, no esporulado, que crece en un amplio rango de
temperatura desde 0 a 42°C con un éptimo entre 30 y 35°C (Adams y Moss, 2000;
Garcia y Heredia, 2009). Es también un microorganismo intracelular facultativo, que
puede sobrevivir y multiplicarse en células del sistema monocito-macrofago. Para
ello necesita la accidon de una serie de factores de virulencia, como las internalinas
(InlA, InIB), listeriolisina O, fosfolipasas C (PI-PLC, PC-PLC) y la proteina ActA
(Adams y Moss, 2000; Larrain y Carvajal, 2008).

Segun FAO/OMS (2004), este patdégeno ha sido causante de enfermedad en una

amplia gama de animales salvajes y domésticos, siendo aislado desde numerosas
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especies de mamiferos, aves, anfibios, peces, crustaceos, insectos y reptiles; asi
como también desde una gran variedad de fuentes, incluyendo agua, suelo,
vegetacion, ensilaje, materia fecal y aguas residuales. Hay indicios de que la
bacteria reside transitoriamente en el tracto intestinal humano, y, segun el examen
de muestras fecales, son portadores del microorganismo, sin consecuencias
perjudiciales para la salud aparentes, del 2 al 10% de la poblacion general. Este
microorganismo esté frecuentemente presente en alimentos crudos, tanto de origen
vegetal como animal, y puede convertirse en endémica en los entornos de
elaboracion de alimentos. Esta también presente en alimentos cocinados, debido a
la contaminacion posterior a la elaboracién o a un tratamiento térmico insuficiente.
También se ha aislado de alimentos como leche liquida cruda y pasteurizada,
quesos (particularmente quesos de pasta blanda madurados), helados, hortalizas
crudas, embutidos fermentados de carne cruda o cocida, carne de ave cruda o

cocida, carnes crudas, y productos del mar crudos y ahumados.

Mientras que los modos de transmision de Listeria monocytogenes pueden incluir la
transmision vertical (de la madre al hijo), zoondtica (contacto con animales) y
nosocomial (adquiridas en el hospital), en general se considera que la mayoria de
los casos de listeriosis humana involucran la transmision por alimentos (FAO/OMS,
2004).

Las diversas manifestaciones clinicas asociadas a la listeriosis pueden agruparse en
dos categorias: listeriosis invasiva y listeriosis no invasiva. La listeriosis invasiva
generalmente se desarrolla en personas con sistemas inmunes comprometidos, y se
refiere a los casos en que una infeccion inicial del tejido intestinal por Listeria
monocytogenes deriva en la invasion de partes del organismo que habitualmente
son estériles, como el Gtero gravido, el sistema nervioso central o la sangre, o
combinaciones de éstos. Se caracteriza por una tasa de letalidad alta, de 20 a 30%
y las infecciones pueden producir secuelas. Por su parte, la listeriosis no invasiva
(conocida como gastroenteritis febril por listerias), se puede desarrollar en cualquier
poblacion, si se consume un gran ndmero de bacterias (por ejemplo, >10° UFC/q).

En estos casos, los sintomas son los de una gastroenteritis, como diarrea, fiebre,
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cefalea y mialgia, tras un periodo de incubacion corto. No se conocen la incidencia
ni los factores que ocasionan la aparicion de esta forma no invasiva de la
enfermedad (Health Canada, 2010; FAO/OMS, 2004).

La listeriosis es una enfermedad relativamente rara a nivel mundial; la incidencia
anual para la listeriosis humana se encuentra en un rango entre 0,1 a 11,3 casos
por millén de personas. En la UE se registraron 12.678 casos de listeriosis durante
el 2004, con una tasa de incidencia de 0,3 casos por cien mil habitantes. En
Australia esta tasa alcanza los 3 casos por millon de personas (Garcia y Heredia,
2009; FAO/OMS, 2004). En Chile, el Instituto de Salud Publica ha confirmado 12
casos de listeriosis durante el afio 2012 (0,1 por cien mil habitantes), cifra mayor a la
registrada en igual periodo de 2011 (11 casos). En ambos periodos el 100% de los
afectados corresponde a los grupos de riesgo (embarazadas, nifios pequefios,
inmunosuprimidos, portadores de patologias cronicas y adultos mayores). Durante
todo el afio 2011 se notificaron 59 casos de Listeria monocytogenes, cifra inferior a
la registrada en los afios 2008 a 2010, nuevamente todos los casos pertenecieron a
los grupos de riesgo (MINSAL, 2012).

Listeria monocytogenes es un agente de vigilancia de laboratorio en Chile, segun el
Decreto Supremo N° 158/2004 (MINSAL, 2004). El diagnéstico se confirma
Unicamente tras el aislamiento del agente infeccioso a partir del liquido
cefalorraquideo, sangre, liquido amniético, placenta, meconio, loquios, material de

lavado géastrico u otros sitios infectados (MINSAL, 2012).

La resistencia térmica de Listeria monocytogenes es superior a la de cualquier otro
patdgeno encontrado en los alimentos en su forma vegetativa y ha sido estudiada
en diferentes platos cocinados. Al mismo tiempo tiene la habilidad de crecer bajo
temperaturas de refrigeracién (2-4°C), e incluso se ha detectado su presencia a
-0,1°C. Comparada con otras bacterias patégenas que no producen esporas y que
son transmitidas por los alimentos (por ejemplo, Salmonella spp., Escherichia coli
enterohemorrégica), Listeria monocytogenes es resistente a varias condiciones
medioambientales tales como altas concentraciones de sal o acidez. Esta

combinacién, junto a su naturaleza ubicua y anaerobia facultativa, la transforman en

14



el principal microorganismo a tener en cuenta en la produccion de alimentos cook
and chill (donde se incluye la tecnologia sous-vide), ya que las caracteristicas de
estos platos son idoneas para su crecimiento (Diaz, 2009; FAO/OMS, 2009; Gandhi
y Chikindas, 2007; Hansel y Kngchel, 2001).

El tratamiento térmico suave empleado en el cocinado sous-vide puede favorecer la
termotolerancia de la bacteria si ésta resulta solamente lesionada. Se ha
comprobado que cultivos de Listeria monocytogenes dafiados subletalmente por
calor, son tan patdgenos tras su recuperacién como cultivos no tratados. Es asi
como las células de Listeria monocytogenes que hayan sufrido una lesion subletal
durante cualquier fase del procesamiento de un alimento, tienen la capacidad de
recuperarse en el producto acabado durante su almacenamiento en refrigeracion, ya
que pueden multiplicarse de forma mas rapida que la flora saprofita (Blanco, 1994;
Sergelidis y Abrahim, 2009).

Debido a los peligros que representa este microorganismo, se han establecido
diferentes criterios en cada pais. La FDA de Estados Unidos, tiene una politica de
tolerancia cero respecto a Listeria monocytogenes. Basandose en esta politica, la
deteccion de cualquier célula de este patdgeno en el alimento, transforma al
producto en contaminado (Gandhi y Chikindas, 2007). Por su parte, el Reglamento
N° 2073/2005 de la Comision de las Comunidades Europeas relativo a los criterios
microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios, establece un recuento
maximo de Listeria monocytogenes de 10> UFC/g durante la vida comercial de los
productos alimenticios (Comision de las Comunidades Europeas, 2005). Al mismo
tiempo, el Reglamento Sanitario de los Alimentos del Ministerio de Salud de Chile,
establece dos categorias para los alimentos listos para el consumo en funcién de su
pH, aw y vida util: los que favorecen la multiplicacion de Listeria monocytogenes y
los que no. Para aquellos que no favorecen la multiplicacion, se acepta hasta un
méximo de 100 UFC/g durante su vida util; mientras que para los que lo favorecen,
asi como los que van destinados al consumo de menores de 12 meses, el recuento

de Listeria monocytogenes debe ser cero (MINSAL, 1997).
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Las investigaciones existentes acerca de la tecnologia sous-vide, en muchas
ocasiones no resultan del todo apropiadas, ya que se basan en estudios realizados
en caldos de cultivo, los cuales difieren de las caracteristicas propias de los
alimentos, tanto en su composicidon, como en su capacidad de transferencia de
calor. Ademas, en muchas ocasiones no se ha considerado la posible presencia de
microorganismos lesionados, los cuales no son detectados mediante los métodos de
microbiologia habituales. A partir de lo expuesto anteriormente, surgen las razones

para plantear este estudio.
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5. HIPOTESIS

Los tratamientos aplicados en la técnica de coccién sous-vide, son efectivos para
eliminar a la microbiota habitual y a Listeria monocytogenes inoculada en carne de
cerdo, asegurando la calidad microbiologica de los platos elaborados con dicha

tecnologia.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Determinar el efecto letal de la técnica de coccidn sous-vide sobre la microbiota
habitual y Listeria monocytogenes inoculada en carne de cerdo, asi como la
posibilidad de recuperacion y multiplicaciéon de los microorganismos durante la

posterior conservacion en refrigeracion.

6.2. Objetivos especificos

6.2.1. Evaluar el efecto letal de diferentes tratamientos (60°C/30 min, 60°C/60 min,
60°C/90 min) sobre la microbiota habitual (microorganismos aerobios mesdfilos) y

Listeria monocytogenes (CECT 4031 y Scott A) inoculada en carne de cerdo.

6.2.2. Evaluar la posibilidad de recuperacién y multiplicacién de los microorganismos
durante su posterior conservacion bajo refrigeracion a temperaturas 6ptimas (4°C),

como de abuso (8°C), con el fin de poder determinar su vida comercial segura.
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7. MATERIAL Y METODOS

La fase experimental del proyecto se llevo a cabo en el Departamento de Ciencia
Animal y de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Autbnoma

de Barcelona (UAB), Barcelona, Espafa.

7.1. Cepas y preparacion del in6culo

Se utilizaron dos cepas de Listeria monocytogenes para la realizacion del estudio,
con el fin de continuar el esquema de trabajo realizado por Gutiérrez (2011). La
cepa Scott A (serovar 4b), perteneciente al Instituto Nacional de Investigacion y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA, Madrid, Espafa), y la cepa CECT 4031
(serovar 1la), perteneciente a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT,
Universidad de Valencia, Burjassot, Espafia). Estas cepas se conservaron
liofilizadas. A partir del liofilizado se preparé el indculo en tubos con Caldo Triptona
Soya (Tryptone Soy Broth, TSB, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido),
incubados a 37°C por 24 h. Posteriormente se sembré en placas de Petri con Agar
Triptona Soya (Tryptone Soy Agar, TSA, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino
Unido), que fueron incubadas a 37°C durante 24 h, para comprobar su identidad y
pureza. A partir de las placas, se sembraron en estria tubos inclinados de TSA
(cultivos de trabajo) que fueron conservados a 4°C por un periodo maximo de 9
semanas. A partir de los cultivos de trabajo se realizaron dos subcultivos adicionales
en placas de Petri con TSA incubados a 37°C por 24 h, para obtener a los

microorganismos en fase estacionaria.

A partir del segundo subcultivo se realizé una suspensién en tubos con 10 ml de
solucion de Cloruro de Sodio (Panreac, Montcada i Reixac, Barcelona, Espafa)
0,85% (8,5 g/L de NaCl) con 3 g de perlas de vidrio, para obtener una
concentracion aproximada de Listeria monocytogenes de 10%° UFC/ml. A partir de la
suspension se realizo una dilucién 1:10 en 100 ml de solucion salina (NaCl 0,85%),

con la cual se inocularon las muestras de carne.
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7.2. Preparacion de las muestras y disefio del esquema experimental

Para la realizacion del ensayo se utilizaron piezas de carne de cerdo pertenecientes
al muasculo longitudinal de la espalda (Longissimus dorsi), adquiridas en un
supermercado local de Barcelona, Espafia. Para garantizar la homogeneidad de las
muestras, las piezas se cortaron en unidades mas pequefias (filetes), con una
cortadora manual (MAS 6200, Bosch, BSH Electrodomeésticos, Espafia), con una

dimensién aproximada de 9x15x1,5 cm y un peso de 80-90 g.

Los filetes obtenidos se dividieron en 5 lotes segln se presenta en la Figura N° 2,
correspondiente al esquema general de trabajo; para cada lote se cortaron 44
muestras de carne de cerdo. De dichos lotes se inocularon 4, mientras que uno
quedé sin inocular, correspondiente al lote control para las muestras refrigeradas

por 24 h. El experimento se realizé dos veces.

Corte de la pieza (lomo de cerdo)
Inoculacion de 4 lotes | No inoculacion de 1 lote ‘

Envasado al vacio ‘

Almacenamiento inicial |

Refrigeracion a 4°C por ; Congelacién a -20°C microbiologico
24 h . por 15 dias inicial

Recuento

Recuento h Tratamiento térmico (60°C 30, 60 y 90 min) ‘

microbioldgico

final .
Almacenamiento final ‘

Refrigeracion a 4°C por l Refrigeracion a 8°C por
30 dias 30 dias

Recuento

microbioldgico
dias 5, 10, 15, 20,
25y 30

Figura N° 2: Esquema general del disefio experimental
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7.3. Inoculaciéon de las muestras

Se procedio a la inoculacion de las muestras en una campana de flujo laminar (BIO
Il A, Telstar, Terrassa, Barcelona, Espafia), ubicada en el laboratorio de
bioseguridad del CERPTA (Centre Especial de Recerca Planta de Tecnhologia dels
Aliments) de la UAB. La inoculacion se realiz6 utilizando un instrumento de madera
de 10x10 cm, con 64 agujas de 3 cm de largo y 0,70 mm de diametro, en forma de
matriz de 8x8; las agujas se introdujeron en la solucion de trabajo y luego en la
muestra. Dicho procedimiento se realiz6 20 veces por muestra, con el fin de

conseguir un recuento entorno a los 10°°® UFC/g.

7.4. Envasado y almacenamiento inicial de las muestras

Una vez realizada la inoculaciéon, cada muestra se envasé en una bolsa de
poliamida y polietileno de 90 micras (VAC BCN, S.L., Barcelona, Espafia). Luego
fueron termoselladas al vacio con una termoselladora manual (EVT-7-VT, Tecnotrip,

Barcelona, Espafia).

Para finalizar, la mitad de las muestras se congelaron a -20°C por 15 dias y la otra
mitad se refriger6 a 4°C por 24 h, junto a las muestras sin inocular (control),

simulando las condiciones aplicadas en las empresas de catering.

7.5. Coccidn al vacio y almacenamiento final de las muestras

Las muestras fueron cocidas en un horno mixto de vapor-convecciéon (SelfCooking
Center, Rational S.A., Barcelona, Espafa) regulado a 60°C durante 30, 60 y 90 min,
segun consta en el esquema general de trabajo. Dichos tratamientos se aplicaron
teniendo en consideracion los datos de Van Asselt y Zwietering (2006), con los que
realizando el célculo en funcién de su valor D, (95%), a estos tiempos se
conseguia una reduccion de 2, 4 y 6 unidades logaritmicas, respectivamente. La

evolucion de la temperatura interna del producto se control6 mediante una sonda
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térmica incorporada en el horno, que fue introducida en el corazén de una de las

muestras.

Una vez finalizados los tratamientos, las muestras fueron enfriadas en un bafio de
agua y hielo, alcanzando una temperatura de entre 4 y 6°C en 30 min

aproximadamente.

Posteriormente las muestras se conservaron bajo refrigeracion a 4 y a 8°C, por un
periodo de 30 dias, y fueron analizadas los dias 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30; segun

consta en el esquema general de trabajo de la Figura N° 2.

7.6. Anédlisis microbiolégico de las muestras inoculadas

Las muestras envasadas al vacio (tras el enfriamiento y durante su conservaciéon en
refrigeracion) se abrieron de forma aséptica en una campana de flujo laminar
(Micro-V, Telstar, Terrassa, Barcelona, Espafia). Posteriormente se realizé una
dilucion inicial 1:3 con agua de peptona tamponada (AES Chemunex, Combourg,
Francia) con la totalidad del contenido de cada muestra, en una bolsa estéril
mediante un equipo gravimétrico automatico (Delta Dilutor, IUL Instruments, GMBH,
Konigswinter, Alemania). Las muestras se homogenizaron en un stomacher de

palas (IUL Instruments, GMBH, Konigswinter, Alemania) durante 2 min.

Para determinar el recuento de los patdgenos en las muestras, se utilizaron dos
métodos en funcién del recuento esperado: para las muestras donde se esperaba
obtener un recuento bajo, se realizé la siembra de 1 ml repartido en tres placas; en
cambio para las muestras donde se previé que el recuento seria alto, se sembré en
espiral con un equipo automatizado (Eddy Jet, IUL Instruments, GMBH,

Kdnigswinter, Alemania).

Para el recuento de Listeria monocytogenes se utilizd el medio cromogénico
selectivo para Listeria de Ottaviani y Agosti (ALOA, AES Chemunex, Combourg,
Francia). Tras la siembra, las placas se incubaron a 37°C durante 24-48 h. Ademas
de hacer el recuento en las muestras tratadas, también se realizé la incubacion del

agua de peptona a 37°C durante 24 h, para investigar la presencia de estas
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bacterias, determinar si quedaban bacterias por debajo del limite de deteccion y/o

determinar la presencia de microorganismos lesionados.

La investigacion de Listeria monocytogenes se hizo siguiendo el procedimiento
UNE-EN ISO 11290-2 (2000); Microbiologia de los alimentos para consumo humano
y para animales. Método horizontal para la deteccion y recuento de Listeria

monocytogenes. Parte 2: método de recuento.

La letalidad se calculé como la diferencia entre el logaritmo del recuento inicial
(correspondiente a las muestras crudas) y del recuento final (correspondiente a las

muestras después del tratamiento térmico).

7.7. Andlisis microbiolégico de las muestras control

Las muestras envasadas al vacio (tras el enfriamiento y durante su conservacion en
refrigeracion), se abrieron de forma aséptica en una campana de flujo laminar
(Micro-V, Telstar, Terrassa, Barcelona, Espafia). Posteriormente se realizé una
dilucion inicial 1:3 con agua de peptona tamponada (AES Chemunex, Combourg,
Francia) con la totalidad del contenido de cada muestra, en una bolsa estéril
mediante un equipo gravimétrico automatico (Delta Dilutor, IUL Instruments, GMBH,
Konigswinter, Alemania). Las muestras se homogenizaron en un stomacher de

palas (IUL Instruments, GMBH, Konigswinter, Alemania) durante 2 min.

Los aerobios mesdfilos se sembraron en masa en Agar de Recuento en Placa (Plate
Count Agar, PCA, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra), después de la

siembra, las placas se incubaron a 30°C durante 24-48 h.

La investigacion de los microorganismos aerobios mesofilos se realizd siguiendo el
procedimiento UNE-EN 1SO 4833 (2003); Microbiologia de los alimentos para
consumo humano y animal. Método horizontal para el recuento de microorganismos.

Técnica de recuento de colonias a 30°C.
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7.8. Modelizacién del crecimiento de Listeria monocytogenes vy

microorganismos aerobios mesofilos

La cinética de crecimiento de Listeria monocytogenes y de los microorganismos
aerobios mesdfilos, se caracterizd utilizando el programa DMFit Web Edition
(http://modelling.combase.cc) del Institute of Food Research (Norwich, Reino Unido),
con el fin de estimar la velocidad maxima de multiplicacion (4 max) de todos los
procesos estudiados y determinar el modelo predictivo que presentaba un mejor
ajuste. Dicho programa ajusta los pardmetros de crecimiento poblacional a modelos

desarrollados por Baranyi y Roberts (1994), entre otros.

7.9. Andlisis estadistico

Los recuentos obtenidos se expresaron como log;o UFC/g, estimando la media de
las dos réplicas realizadas para cada uno de los dias de analisis. Las medias se
sometieron a la prueba no paramétrica de Wilcoxon con un nivel de significancia del
5%, utilizando el software estadistico SPSS® (IBM Statistical Package for the Social
Science, version 19, 2010).

El modelo matematico a usar fue: Yix = p + ai + B + v« + (aB)j + (@) + BY)k + Eijk-
Donde Yy se refiere al recuento para cada observacion; p corresponde a la media
general de todas las observaciones; a; corresponde al efecto del almacenamiento
previo a la coccion (congelacion o refrigeracion); B; se entiende como el tratamiento
térmico; v« es la temperatura de almacenamiento (4 u 8°C); a3, ay y By, representan
las interacciones entre cada uno de los factores; y ¢y representa el error

experimental aleatorio de cada observacion.
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8. RESULTADOS

8.1. Registros del proceso de coccidn

En la Figura N° 3 se observan los registros de la temperatura interna del producto
durante los tratamientos de coccion al vacio en horno mixto de conveccion-vapor.
Se evidenci6 que para alcanzar una temperatura de 60°C en el centro de las piezas
de lomo de cerdo previamente refrigeradas a 4°C, se precisaba de
aproximadamente 18 min, mientras que para las piezas previamente congeladas a
-20°C, el tiempo necesario ascendia a unos 28,25 min. La velocidad promedio del
incremento de temperatura hasta alcanzar los 60°C en el centro del producto fue de
2,94 °C/min para las muestras refrigeradas, y de 2,42 °C/min para las congeladas.
Una vez transcurrido los tres tiempos de coccién (30, 60 y 90 min), se procedi6 a

enfriar rdpidamente las muestras.

a0

60

T ,_=' = w——
~,
Ly ScottA Refrigerada N° 1
Scott A RefrigeradaM®2

4
1 ’f
f/ CECT4031RefrigeradaMN® 1
/ == == CECT4031RefrigeradaM®2
f ScottA CongeladaM®1
1
]
-

40
20 4
/ ScottA CongeladaM®2

CECT4031CongeladaMN®1
= = CECT4031CongeladaN"2

Temperatura corazon del producto (°C)

20 40 60 a0 100 120

Tiempo {min)

Figura N° 3: Registros de temperatura interna del producto sometido a coccion

sous-vide en horno mixto de conveccion-vapor
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8.2. Efecto del tratamiento térmico y evolucidon de microorganismos aerobios

mesoéfilos en las muestras control durante su conservacién en refrigeracion

El recuento inicial obtenido tras el almacenamiento de la carne bajo refrigeracion a
4°C, fue de 2,92+0,60 logi, UFC/g. Tras la aplicacién de los diferentes tratamientos
térmicos, dicho recuento se redujo a los siguientes valores: 0,94+1,33; 1,16+0,06 y
0,92+0,11 log;,e UFC/g; al mismo tiempo las letalidades alcanzadas fueron
1,98+0,73; 1,76x0,53 y 2,00+0,49 log;o UFC/g, para las muestras tratadas durante
30, 60 y 90 min respectivamente. No se observaron diferencias significativas

(P>0,05) en las letalidades entre los tratamiento aplicados.

Como se observa en la Figura N° 4, durante el almacenamiento de las muestras
bajo refrigeracién a 4°C, se observo una recuperacion en los recuentos de aerobios
mesdfilos totales. Sin embargo, dichos recuentos no llegaron a alcanzar los niveles
maximos, que segun el Real Decreto 3484 de Espafa (Ministerio de Sanidad y
Consumo, 2000) se definen como recuentos superiores a 10° UFC/g; en ninguno de
los tratamientos, mientras que en las muestras almacenadas a 8°C, ya a partir del
dia 20 se alcanzaron recuentos superiores a 5 log;, UFC/g para todos los
tratamientos. La temperatura de almacenamiento tuvo un efecto significativo
(P<0,05) en la recuperacion de los microorganismos a lo largo del tiempo en las
muestras tratadas durante 60 y 90 min, evidenciandose que a mayor temperatura de

almacenamiento se producia una mayor multiplicacién bacteriana.
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Figura N° 4: Evolucién del recuento total de microorganismos aerobios meséfilos en
las muestras control tratadas a 60°C en funcion del tiempo de coccion aplicado y su
posterior almacenamiento

En la Tabla N° 3, se muestran los valores de la velocidad méaxima de multiplicacién
de los microorganismos aerobios mesdfilos, obtenidos con el programa DMFit, y la
estimacion de la vida uatil en funcién del tratamiento aplicado y de su posterior

conservacion en refrigeracion.

Se observé que las mayores velocidades méaximas de crecimiento (4 max)
correspondieron a las muestras almacenadas a 8°C, con valores de 0,29+0,07;
0,43+0,06 y 0,31+0,07 logi, UFC/g/d. Mientras que para las muestras almacenadas
a 4°C estos valores fueron 0,14+0,03; 0,13+0,04 y 0,15+0,06 log;, UFC/g/d, para los

tiempos de coccion de 30, 60 y 90 min respectivamente.

Basandose en estos resultados, la estimacion de la vida util (momento en que se
alcanzan recuentos superiores a 10° UFC/g) oscil6 entre 18 y 30 dias,
correspondiendo el menor tiempo al tratamiento de 90 min almacenado a 8°C y el
mayor tiempo al tratamiento de 60 min almacenado a 4°C. Diferencias significativas

(P<0,05) se observaron en las muestras cocidas durante 60 y 90 min, almacenadas
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a 4y a 8°C, sin embargo entre los tiempos de coccién aplicados dichas diferencias

no se observaron para ninguna de las temperaturas de almacenamiento (P>0,05).

Tabla N° 3: Velocidad méaxima de crecimiento de mesdfilos aerobios totales y
estimacion de la vida util en las muestras control tratadas a 60°C en funcion del

tiempo de coccion y su posterior almacenamiento

TEMPERATURA DE TIEMPO DE VELOCIDAD MAXIMA DE VIDA UTIL (dias)

A /8 COCCION CRECIMIENTO (p max) + SE* INTERVALO DE
CONSERVACION (°C >
) (min) (logs0 UFCIg/d) MEDIA  CONFIANZA (95%)
30 0,14+0,03 29,00° 27,29-30,71
4 60 0,13+0,04 29,54° 27,22-31,86
90 0,150,06 27,20° 24,00-30,40
30 0,29+0,07 22,38% 19,31-25,45
8 60 0,43+0,06 18,93° 16,70-21,16
90 0,31%0,07 17,86° 15,41-20,31

*: Error estandar

a-b: Letras diferentes en la misma columna corresponden a diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)

8.3. Efecto del tratamiento térmico en Listeria monocytogenes en las muestras

inoculadas durante su conservacion en refrigeracion

En la Tabla N° 4, se muestran los resultados obtenidos en el recuento de Listeria
monocytogenes al aplicar los tratamientos térmicos de coccion a 60°C durante 30,
60 y 90 min, en funcion de la cepa y temperatura de mantenimiento de la materia

prima previa al tratamiento (4°C durante 24 h o -20°C durante 15 dias).

Tras el tratamiento de coccién, en la mayoria de las muestras analizadas, el
recuento final fue inferior al limite de deteccion, obteniéndose una letalidad superior
a 6 unidades logaritmicas, y por lo tanto muy por encima del calculo tedrico
realizado con el valor D, (95%) (Van Asselt y Zwietering, 2006). Sin embargo, tras
el enriquecimiento en agua de peptona durante 24 h, se observé la presencia de
Listeria monocytogenes CECT 4031 en las muestras previamente congeladas y

cocinadas durante 60 y 90 min. En el caso de Listeria monocytogenes Scott A, se
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evidencio la presencia de células supervivientes Unicamente en las muestras

congeladas.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) en los valores
de letalidad obtenidos ni en funcion del tratamiento térmico, de la materia prima
(congelada o fresca) ni de la cepa. En cualquier caso, tras el tratamiento o durante

sSu conservacion Listeria monocytogenes fue detectada.

Tabla N° 4: Efecto del tratamiento térmico sobre Listeria monocytogenes en funcion
de la cepa, temperatura de mantenimiento previo de la materia prima y tiempo de

coccion

RECUENTO

TEMPERATURA T'EE')VI'EPO INICIAL ;i‘;‘i%ﬁ '-ET(QLQ'BAD
CEPA  DEMATERIA . ccay (0G0 UFCIgidy s UFCIgiy+  ENRIQUECIMIENTO
PRIMA (°C) min) UFCS/gid) + i i
30 0,00 6,44° R
4 60 6,44+0,11 0,00 6,44° -
CECT 90 0,00 6,44° .
4031 30 0,00 6,85 -
-20 60 6,85£0,78 0,00 6,85° +
90 0,00 6,85 +
30 0,00 6,19° -
4 60 6,19+0,73 0,00 6,19° -
Scott 90 0,00 6,19° -
A 30 0,65+0,91 6,48+1,48° +
-20 60 7,1340,57 0,90+1,27 6,23+1,84° +
90 1,11#1,57 6,02+2,14% +

*. Error estandar

a-b: Letras diferentes en la misma columna corresponden a diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)
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8.4. Evolucién de Listeria monocytogenes en las muestras inoculadas durante

su conservacion en refrigeracion

8.4.1. Listeria monocytogenes Scott A

La Figura N° 5 muestra la evolucion de la multiplicacion de la cepa Scott A durante
la conservacion a 4 y 8°C de las muestras inicialmente refrigeradas. Teniendo en
consideracién lo establecido en el Reglamento N° 2073/2005 (Comision de las
Comunidades Europeas, 2005), que exige un recuento maximo de 10?° UFC/g
durante la vida comercial de los productos alimenticio, los mayores recuentos se
alcanzaron en las muestras correspondientes al tratamiento de 30 min vy
almacenadas a 8°C, donde ya a partir del dia 5 se superaron los 2 log;o UFC/g. Para
el resto de los tratamientos dicho recuento se alcanzd entre los dias 20 y 25. No
obstante, tras el enriquecimiento en agua peptonada durante 24 h se evidencio la
presencia de Listeria superviviente a partir del dia 5 en todas las muestras.

Se observé un efecto significativo (P=0,001) de la temperatura de almacenamiento
en la recuperacion de los microorganismos a lo largo del tiempo sélo en las

muestras tratadas durante 30 min.
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Figura N° 5: Evolucion del recuento total de Listeria monocytogenes Scott A en las
muestras refrigeradas inoculadas tratadas a 60°C en funcion del tiempo de coccion

aplicado y su posterior almacenamiento

En la Figura N° 6, se presenta la evolucién del crecimiento de la cepa Scott A
durante la conservaciéon a 4 y 8°C de las muestras inicialmente congeladas. En este
caso los 2 log;g UFC/g no se superaron en ningin momento a lo largo de los 30 dias
de conservacién. Sin embargo, tras el enriquecimiento del agua de peptona durante
24 h se evidencio la presencia de Listeria superviviente desde el inicio del estudio

en todas las muestras.

La congelacion tuvo un efecto significativo (P<0,01) Unicamente en las muestras
cocidas durante 30 min y almacenadas a 8°C, evidenciandose una disminucion de

su crecimiento a lo largo del tiempo.
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Figura N° 6: Evolucién del recuento total de Listeria monocytogenes Scott A en las
muestras congeladas inoculadas tratadas a 60°C en funcién del tiempo de coccién

aplicado y su posterior almacenamiento

En la Tabla N° 5, se muestran los valores de la velocidad méaxima de multiplicacién
de Listeria monocytogenes Scott A en las muestras inicialmente refrigeradas,
obtenidos con el programa DMFit, y la estimacion de la vida util en funciéon del

tiempo de coccion y su posterior conservacion en refrigeracion.

Tras la modelizacién se observé que las velocidades maximas de crecimiento para
las muestras almacenadas a 4°C fueron 0,17+0,004; 0,160,004 y 0,12+0,007 logo
UFC/g/d; mientras que para las muestras mantenidas a 8°C estos valores fueron
0,38+0,09; 0,13+0,008 y 0,26+0,002 log;o UFC/g/d, para los tratamientos de 30, 60 y
90 min, respectivamente. Al mismo tiempo, la vida atil correspondiente a las
muestras almacenadas a 4°C fue de 23,96; 24,50 y 27,67 dias; mientras que para
las muestras almacenadas a 8°C dichos valores fueron 5,26; 23,82 y 21,09 dias;
para los tratamientos aplicados durante 30, 60 y 90 min, respectivamente. Se
obtuvieron diferencias significativas (P=0,001) sélo en las muestras tratadas durante

30 min, obteniéndose una menor vida Util en las muestras almacenadas a 8°C.
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En el caso de las muestras previamente congeladas el ajuste a los modelos no pudo
realizarse debido a que las muestras no mostraron un crecimiento importante a lo

largo del estudio, no superandose los 2 log;o UFC/g en ningln caso.

Tabla N° 5: Velocidad maxima de crecimiento de Listeria monocytogenes Scott A y
estimacion de la vida util en las muestras refrigeradas inoculadas tratadas a 60°C en

funcién del tiempo de coccidn y su posterior almacenamiento

TEMPERATURA DE TIEMPO DE VELOCIDAD MAXIMA DE VIDA UTIL (dias)

P COCCION CRECIMIENTO (u max) + SE* INTERVALO DE
CONSERVACION (°C X
) (min) (logso UFC/g/d) MEDIA " cONFIANZA (95%)

30 0,17+0,004 23,96° 23,77-24,15
4 60 0,16+0,004 24,50° 24,31-24,69
90 0,12+0,007 27,67° 27,29-28,05
30 0,38+0,09 5,26" 4,33-6,19
8 60 0,13+0,008 23,82° 23,45-24,19
90 0,260,002 21,097 21,01-21,17

*: Error estandar

a-b: Letras diferentes en la misma columna corresponden a diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)

8.4.2. Listeria monocytogenes CECT 4031

En las Figuras N° 7 y 8, se observa la evolucion de Listeria monocytogenes CECT
4031 luego del tratamiento térmico y su posterior conservacion a 4y 8°C para las
muestras refrigeradas y congeladas, respectivamente. Se evidencid que los
recuentos finales de las muestras conservadas tanto a 4 como a 8°C, no superaron
nunca los 2 log;y UFC/g. Ello puede ser debido a la accién estresante del
tratamiento térmico sobre Listeria, que limita su desarrollo incluso a 8°C, no
apreciandose diferencias estadisticamente significativas  (P>0,05)

independientemente del tratamiento térmico aplicado.
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La modelizacion de la multiplicacion de la cepa CECT 4031 en el programa DMFit,
no pudo realizarse debido a que las muestras no mostraron un crecimiento

importante a lo largo del estudio.
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9. DISCUSION

En el caso del recuento total de microorganismos aerobios mesdfilos, tras la
aplicacion del tratamiento térmico a 60°C, durante 30, 60 y 90 min, no se obtuvieron
diferencias significativas en las letalidades entre los tres tiempos empleados. Se
observé que el tratamiento térmico no logré reducir en su totalidad a los
microorganismos aerobios mesdfilos, obteniéndose una recuperacion de ellos a lo
largo del tiempo, mayormente en las muestras almacenadas a 8°C. Segun Diaz
(2009), los microorganismos aerobios mesofilos, psicrofilos y enterobacterias son
los principales grupos de microorganismos que, a priori, podrian alterar la carne
cocinada refrigerada, y son relativamente poco resistentes al calor y suelen ser
inactivados mediante pasteurizacién. Lo anterior explica la poca evolucién de las
muestras almacenadas a 4°C, no llegando en ningin momento del estudio a superar
los niveles maximos establecidos. Por su parte las muestras almacenadas a 8°C,
presentaron niveles superiores a los 5 log;, UFC/g ya a partir del dia 20,

evidenciando el efecto significativo de la mayor temperatura de almacenamiento.

Nuestros resultados difieren a los obtenidos por Nyati (2000), quien estudio la
calidad microbiolégica de lomo de cerdo durante 5 semanas a 3 y 8°C, tras haber
sido sometido a un tratamiento térmico de coccion al vacio de 68°C/2 minutos,
obteniendo recuentos totales de 3 y 6 log;o UFC/g en la quinta semana de estudio,

respectivamente.

Por otro lado, en un estudio previo realizado en el Departamento de Ciencia Animal
y de los Alimentos de la Universidad Autbnoma de Barcelona, donde se estudi6 el
efecto de la coccién al vacio en Listeria monocytogenes (Scott A y CECT 4031),
inoculada en carne de cerdo, asi como en la microbiota habitual (microorganismos
aerobios mesdfilos), se aplicaron tratamientos en bafio termostético a 60°C durante
30, 60 y 90 min, y luego las muestras fueron mantenidas a 4 y 8°C (Gutiérrez,
2011); se obtuvieron recuentos maximos en todas las muestras almacenadas a 4 y
8°C a partir del dia 10-15 de almacenamiento. En otro ensayo anterior, donde se

realiz6 un estudio de caducidad en pechugas de pollo cocidas al vacio en bafio
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termostético a 65°C durante 75 min y mantenidas a 4 y 10°C (Vila, 2010); se
obtuvieron recuentos maximos en todas las muestras almacenadas a 4°C a partir
del dia 14, y en las muestras almacenadas a 10°C los resultados fueron bastante
variables. En nuestro estudio, se alcanzaron recuentos superiores a 5 log;o UFC/g
Unicamente en las muestras almacenadas a 8°C. Por su parte, las velocidades
maximas de multiplicacion obtenidas en el tratamiento térmico en bafio fueron
mayores que las obtenidas en horno. Lo anterior indicaria, que el tratamiento
térmico en horno retarda la recuperacién de los microorganismos aerobios mesofilos
durante mas tiempo que el tratamiento en bafio. Esto podria deberse a la
homogeneidad del tratamiento en horno, lo que difiere de lo ocurrido en bafio; donde
el efecto térmico varia en funcion de la situacién de las bolsas respecto al foco de
calor, asi como también en funcion del nUmero de muestras dentro del bafio. Otro
factor a tener en consideracion es el efecto diferencial de la penetracién del calor en

las muestras, observandose una menor jugosidad en las tratadas en horno.

Segun nuestro estudio, la determinacion de la vida atil de las muestras dependeria
principalmente de la evolucién de los microorganismos aerobios mesdfilos, debido a
su mayor desarrollo durante la conservacion bajo refrigeracion. De acuerdo con
Diaz (2009), los tres factores que determinan la seguridad microbiolégica de los
alimentos cocinados al vacio son: la intensidad del tratamiento térmico, la rapidez de

enfriamiento y las condiciones de almacenamiento (temperatura y tiempo).

En el caso de Listeria monocytogenes, la letalidad obtenida en los tres tiempos de
coccién estudiados para las muestras inicialmente refrigeradas a 4°C y las
congeladas a -20°C lograron alcanzar las 6 log;, UFC/g en ambas cepas. Estos
datos concuerdan con los obtenidos en el estudio previo realizado por Gutiérrez
(2011), en bafo termostatico, a excepcion del tratamiento de 30 min para la cepa
Scott A, donde la letalidad que obtuvo fue soélo de 1 log,, UFC/g. También
concuerdan con los resultados obtenidos por Planas (2011), quien en un estudio
realizado anteriormente, estudio la letalidad de Listeria monocytogenes CECT 4031
inoculada en pechugas de pollo y cocidas en bafio termostatico a 65°C durante 75

min; obteniendo una letalidad de 5,21 log;,, UFC/g. Segun estos resultados, se
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podria decir que la letalidad obtenida fue la Optima para ambos tratamientos
térmicos (horno y bafio), segun las indicaciones que entrega The National Advisory
Committee on Microbiological Criteria for Foods (NACMF), el cual recomienda que
se apliquen tratamientos que demuestren una reduccion decimal de al menos 4
unidades logaritmicas para Listeria monocytogenes en la carne de animales de

abasto y de pollo (Anénimo, 1991).

En cuanto a la recuperacién de Listeria monocytogenes Scott A durante su
conservacién en refrigeracion, las muestras inicialmente refrigeradas y tratadas
durante 30 min, alcanzaron los 2 log;o UFC/g a partir del dia 5. El resto de los
tratamientos lo hizo entre los dias 20 y 25, observandose un efecto significativo de
la temperatura de conservacion, Unicamente en las muestras tratadas durante 30
min, reduciendo de esta forma la vida Util de las muestras conservadas a 8°C. Se
debe tener en consideracion que, probablemente, dicho tratamiento no produjo una
lesion severa en las células, mejorando asi su capacidad de recuperacion y
proliferacién durante el almacenamiento a temperatura de abuso. Hansel y Kngchel
(2001), expusieron el posible crecimiento de células de Listeria monocytogenes
lesionadas térmicamente, en alimentos que se cocinan dentro de sus envases,
como los productos sous-vide. Asi, en su estudio realizado con Listeria
monocytogenes 13-249 utilizando un tratamiento térmico de 60°C, compararon la
evolucion del microorganismo a partir de células levemente lesionadas (95-99%),
moderadamente lesionadas (99-99,99%) y severamente lesionadas (299,99%);
observandose que sélo estas Ultimas no sobrepasaron los 2 log;, UFC/g al final del

estudio.

En el estudio previo realizado en bafio termostéatico (Gutiérrez, 2011), las muestras
inicialmente refrigeradas de la cepa Scott A, alcanzaron los 2 log;, UFC/g a partir
del dia 5 en todos los tratamientos, a excepcion de las muestras tratadas durante 60
min y conservadas a 4°C. Lo anterior indica que el tratamiento térmico realizado en
horno retarda significativamente la recuperacion de Listeria monocytogenes Scott A

durante su almacenamiento en refrigeracion.
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Por otro lado, en las muestras inicialmente congeladas de esta cepa, dicho recuento
no se alcanza en ningin momento. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos
por Gutiérrez (2011). Al comparar la materia prima inicialmente refrigerada con la
congelada, se observaron diferencias significativas Unicamente en las muestras
tratadas durante 30 min y almacenadas a 8°C, retardando el crecimiento de las
muestras que fueron sometidas a congelaciéon. La mayor sensibilidad a los
tratamientos térmicos causada por el efecto de las bajas temperaturas fue descrita
también por Miller et al. (2000), quienes determinaron que un shock de frio en
Listeria monocytogenes Scott A antes de un tratamiento térmico a 60°C, redujo
hasta un 45% el valor D. Por su parte Beales (2004), indica que a medida que la
temperatura del shock en frio disminuye, la tasa de crecimiento y el nUmero de

células finales disminuye.

En el caso de la cepa CECT 4031 tanto para las muestras inicialmente refrigeradas
como congeladas, el tratamiento térmico fue notoriamente efectivo, ya que no se
superaron los 2 log;o UFC/g; evidenciando que la coccién alter6 significativamente el
desarrollo de esta cepa durante los 30 dias de almacenamiento tanto a 4 como a
8°C. En el estudio realizado por Gutiérrez (2011) en bafio termostatico, ya a partir
del dia 5 se observé una recuperacion de la cepa, alcanzando niveles superiores a
los 2 logyy, UFC/g, tanto en la materia prima previamente refrigerada como
congelada. Al mismo tiempo, en el estudio realizado por Planas (2010), las muestras
almacenadas a 4°C alcanzaron dicho recuento a partir del dia 14 y las mantenidas a
10°C a partir del dia 7. Lo anterior indica que el tratamiento térmico realizado en
horno retarda significativamente la recuperacion de Listeria monocytogenes 4031

durante su almacenamiento en refrigeracion.

Debido a la efectividad del tratamiento, no se observaron mayores diferencias entre
las muestras refrigeradas y congeladas previamente a la coccién para el caso de la
cepa CECT 4031. Esto difiere del estudio realizado por Gutiérrez (2011), donde se
concluy6 que la congelacion retardo la recuperacion de esta cepa, no obstante, en
dicho estudio se evidencié una mayor sensibilidad a la congelacién en la cepa Scott
A
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La respuesta de los microorganismos al tratamiento térmico depende de varios
factores, como la cepa, el tipo de tratamiento térmico y el estrés provocado (Lin y
Chou, 2004). En nuestro estudio la cepa CECT 4031 (serovar la) mostré un
comportamiento diferente a la cepa Scott A (serovar 4b), evidenciandose una mayor
resistencia térmica en esta Ultima cuando la materia prima no habia sido sometida a
una congelacién previa. Lo anterior coincide con los resultados obtenidos tras el
ensayo realizado en bafo termostatico por Gutiérrez (2011). Es asi como la cepa
patdgena (Scott A) seria un mejor indicador microbiol6gico que la cepa no patégena

(CECT 4031) en cuanto a la extensién de la vida comercial del producto.
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10. CONCLUSIONES

¢ La letalidad de Listeria monocytogenes fue superior a 6 log;o UFC/g en todos los
tiempos de coccién, tanto para las muestras refrigeradas como congeladas, en
ambas cepas estudiadas (CECT 4031 y Scott A), indicando que el tratamiento
térmico utilizado por el método sous-vide tuvo un efecto significativo en la
letalidad de las bacterias, sin embargo, la inactivacion total no se consiguié, ya

que hubo crecimiento tras la incubacién en algunas de las muestras.

¢ La congelacion previa al tratamiento térmico redujo significativamente la
capacidad de recuperacion y posterior multiplicacion de la cepa Scott A de
Listeria monocytogenes. No obstante, en la cepa CECT 4031 no se observé el
mismo efecto, probablemente asociado a su mayor sensibilidad a la temperatura.

¢ Para las muestras tratadas a 60°C durante 60 o 90 min, el indicador para
determinar la vida util es el recuento total de aerobios mesdfilos, mientras que
para las muestras tratadas a 60°C durante 30 min, el microorganismo indicador
es Listeria monocytogenes (cepa Scott A), especialmente cuando la temperatura

de conservacion no se mantiene escrupulosamente inferior o igual a 4°C.
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