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Konklusion

Sammendrag

I cateringsektoren anvendes sous vide-tilberedning af kgd, og pro-
dukterne varmholdes, indtil bestillingerne tilgar kgkkenet. I praksis
sker der det, at produkter, som ikke er anvendt i Igbet af dagen,
bliver lagt pa kgl igen og genopvarmet senere. Derfor testes betyd-
ningen af gentagne opvarmninger og varmholdelser i svinekam po-
det med bade L. monocytogenes- og psykrotrofe C. botulinum-spo-
rer pa overfladen og i centrum efter en usikker varmebehandling til
50°C i centrum med 10 minutters holdetid.

Kgdbranchen har gnsket mere viden om vaekst af C. botulinum efter
varmebehandling. Derfor gennemfgres et lagringsforsgg ved 2, 5 og
8°C med svinekam podet med bade L. monocytogenes- og psy-
krotrofe C. botulinum-sporer pa overfladen og i centrum efter en
varmebehandling ved 58°C i 72 minutter inden lagring.

Formalet er at fastlaegge holdbarhed af sous vide-produkter varme-
behandlet ved 58°C i 72 minutter og efterfglgende lagret ved hhv.
2, 5 0g 8°C i forhold til vaekst af evt. overlevende L. monocytoge-
nes og C. botulinum.

Desuden vurderes risici for veekst af L. monocytogenes og C. botuli-
num efter gentagne genopvarmninger til 58°C og varmholdelse i op
til 3 timer.

e C. botulinum kan opformeres under kglelagring (5°C i mere end
5 dage) og under langsom opvarmning i sous vide-behandlet
svinefilet, som har vaeret genopvarmet én gang.

e C. botulinum opformeres ikke under varmholdelse ved 58°Ci 3
timer

e Lagring ved 8°C giver kraftig bombage, hvilket indikerer kraftig
veekst.



e Pga. forsggstekniske problemer kan der ikke angives holdbar-
hedstider for opbevaring ved 2 og 5°C, men det anbefales at
folge FSA’s vejledninger

e L. monocytogenes er ingen risikofaktor i forbindelse med
genopvarmning til 58°C efter en varmebehandling ved 58°C i 72
min.

e L. monocytogenes inaktiveres ikke ved varmebehandling ved
50°Ci 10 min.

Anbefalinger
Ud fra disse resultater anbefales fglgende for genopvarmning og
lagring af sous vide-behandlet kgd:

e Max. 1 genopvarmning efter lagring ved 5°C i max. 10 dage
e Max. 4 dages holdbarhed ved lagring ved 8°C

¢ Max. 10 dages holdbarhed ved lagring ved 5°C

e Max. 90 dages holdbarhed ved lagring ved 2°C
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Indledning

Pa intakte kgdudskaeringer, som ikke er tilsat lage med multistik-
sprgjte, findes bakteriefloraen udelukkende pa overfladen (Baldwin,
2011). Food Standard Agency (FSA) anbefaler, at produkter skal var-
mebehandles ved 90°C i 10 minutter, hvis holdbarhed af vakuum- og
MA-pakkede produkter skal veere laengere end 10 dage ved 5-8°C.
En forudseaetning er, at produktet opbevares i den ubrudte emballage
efter varmebehandling.

Baggrunden for ovenstdende er, at sous vide-behandling ved tempe-
raturer under 75°C kun inaktiverer vegetative celler, mens sporer
overlever processen. DMRI anbefaler en 4 log reduktion af L. mono-
cytogenes (Dsoec=8,7 min. og z=6,3°C) under varmebehandling
(Gunvig, 2011), og at produkterne skal opbevares under 3,3°C for at
forhindre vaekst af non-proteolytiske bakterier (sporedannere). Ved
opbevaring under 3,3°C har sous vide-behandlede produkter en
holdbarhed pa op til 31 dage (Peck, 1997). I Danmark er distributi-
ons- og opbevaringstemperaturen 5°C, hvor holdbarheden er under
10 dage, ifglge Peck, 1997. For at fa en laengere holdbarhed ved 5°C
skal antallet af non-proteolytiske C. botulinum reduceres med 6 log.
En 6 log reduktion af C. botulinum kan opnds med en varmebehand-
ling ved 85°C i 25 minutter (Fernandez og Peck, 1999) eller den
mere konservative varmebehandling pd 90°C i 10 minutter (z=7°C)
(FDA) svarende til 95°C i 3,2 minutter eller 99°C i 1,3 minut
(z=10°QC).

Kgdbranchen har gnsket mere viden om veaekst af C. botulinum efter
varmebehandling. Derfor gennemfgres et lagringsforsgg ved 2, 5 og
8°C med svinekam podet med bade L. monocytogenes- og psy-
krotrofe C. botulinum-sporer pa overfladen og i centrum efter en var-
mebehandling ved 58°C i 72 minutter inden lagring.

I cateringsektoren anvendes sous vide-tilberedning af kad, og pro-
dukterne varmholdes, indtil bestillingerne tilgdr kgkkenet. I praksis
sker der det, at produkter, som ikke er anvendt i Igbet af dagen, bli-
ver lagt pa kgl igen og genopvarmet senere.

Hidtil har der ikke vaeret nogen undersggelser, der viser sporers pa-
virkning af gentagende opvarmninger. Derfor testes svinekam podet
med bade L. monocytogenes- og psykrotrofe C. botulinum-sporer pa
overfladen og i centrum efter en usikker varmebehandling til 50°C i
centrum med 10 minutters holdetid. Produkterne genopvarmes efter-
fglgende 3 gange til 58°C med ingen og 3 timers holdetid.

Formalet er at fastlaegge holdbarhed af sous vide-produkter varme-
behandlet ved 58°C i 72 minutter og efterfglgende lagret ved hhv. 2,
5 og 8°C i forhold til veekst af evt. overlevende L. monocytogenes og
C. botulinum.



Desuden vurderes risici for vaekst af L. monocytogenes og C. botuli-
num efter gentagne genopvarmninger til 58°C og varmholdelse i op
til 3 timer.

Forspgsdesign, genopvarmningsforsgg
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Kodprgver

C. botulinum-
stammer

L. monocytoge-
nes-stammer og
opformering

Podning af praver
til lagringsforsgg

Fremgangsmade

Til forsggene blev anvendt svinefilet (Japankam 1660), som blev ud-
skaret i stykker af 15 cm. Stykkerne blev podet med en blanding af
vegetative celler og sporer af C. botulinum og L. monocytogenes.

Tabel 1. Antal stykker svinefilet a 15 cm til podning med patogener
og maling af tids- og temperaturprofil (dummy)

Delforsgg Antal til podning Antal dummy
Genopvarmning 40 4
Lagring 30 1

30 1

30 1

Fglgende fire Clostridium botulinum-stammer blev anvendt i pode-
cocktailen: DMRICC 3760PX, 3778 PX, 3779PX og 3780PX.

Ifglge Jacobsen, 2005 kan alle 4 stammer vokse ved 5°C efter pod-
ning i kgd. Alle 4 stammer har en betydelig varmeresistens med
Dooec-vaerdier mellem 0,5 og 4,4 min. De 4 stammer producerer
mere end 5 log sporer/ml efter 12 dages vaekst i dobbelt CCM.
Stammerne blev opformeret ifglge vejledning beskrevet i bilag 1, ba-
seret pd Peck et al. (1992).

Til forsgget blev der anvendt en cocktail af faglgende stammer:

e DMRICC 3012 PX (miljg)

e DMRICC 4106 PX (human)

e DMRICC 4124 PX (kgd, serotype 1)
¢ DMRICC 4127 PX (pglse, serotype 4)
e DMRICC 4140 PX (bacon)

Kulturerne blev veekket i BHI-B ved 30°C natten over og efterfal-
gende udstreget pa BHI-A (30°C i 24 h). Fra BHI-A agarplade blev en
enkeltliggende koloni podet i BHI-bouillon og inkuberet natten over
ved 37°C.

Kulturerne blev blandet i forholdet 1:1 (=cocktail) og fortyndet 10
gange. Kimtallet var ca. 0,5 x 107 cfu/ml.

Cocktail af L. monocytogenes og C. botulinum blev fremstillet ved at
blande C. botulinum-cocktail og L. monocytogenes-cocktail i forhol-
det 4:1 (=endelig podecocktail). Der blev bestemt kimtal for listeria
pa Oxford-agar, samt vegetative celler og sporer pa SFP-agar.



Trin 1

Podecocktail til podning i geometrisk centrum blev fremstillet ved at
blande “endelig cocktail” med grgn frugtfarve fra Dr. Oetker i forhol-
det 12:1. I geometrisk centrum blev injiceret 0,1 ml af den farvede

podecocktail.

Trin 2

Overfladen af kamfileten blev podet med 103/cm? af C. botulinum og
10%/cm? af L. monocytogenes, ved at hvert stykke kamfilet blev pla-
ceret i sous vide-kogepose, der blev tilsat 2,5 ml pd hver side, og
prgven blev masseret i de i alt 5 ml endelig cocktail.

Umiddelbart efter podning blev prgverne vakuumpakket i sous vide-
poser Cryovac CN300 250x300 (link til datablad kan ses i bilag 3) og
lagt pa kel (2°C), indtil varmebehandling blev igangsat.



Lagringsforsgg

Genopvarmnings-
forsgg

Varmebehandling

Prgver til lagringsforsgg blev opvarmet til 58°C i centrum med en ef-
terfglgende holdetid pa 72 minutter (svarende til DMRI’s anbefalinger
for sikker varmebehandling) uden delta T (max. temperatur p& van-
det var 59°C). Prgverne blev kglet i sous vide-karret og efterfglgende
lagt pd kgl. Varmebehandlinger blev gennemfgrt over 3 dage, og
prgverne fra de 3 dage blev blandet, inden de blev fordelt til lagring
ved hhv. 2, 5 og 8°C.

Til simulering af en usikker varmebehandling blev alle prgverne fgrst
opvarmet til 50°C i centrum med efterfglgende 10 minutters holde-
tid. I forforsgg blev det vist, at de anvendte L. monocytogenes-stam-
mer overlevede denne varmebehandling (se figur 1) bade i centrum
og pa overfladen.

I figur 1 ses, at podeniveauet er lidt under 10® cfu. Under opvarm-
ning og holdetid er reduktionen ca. 0,5 log, bade pa overfladen og i
centrum, og simulerer dermed en usikker varmebehandling. Op-
varmning fra 6,4°C til 50°C i centrum tog 3 timer.
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Figur 1. Overlevelse af L. monocytogenes efter 10 minutters varmebehand-
ling ved 50°C.

Prgverne blev genopvarmet 3 gange over en periode pad 3 uger. Mel-
lem hver genopvarmning blev de opbevaret ved 5°C. Genopvarmnin-
gen var til 58°C i centrum med hhv. 1 og 180 min. holdetid.

Efter genopvarmning blev prgverne lagt i isvand inden analyse. De
resterende prgver blev nedkglet i sous vide-karret og efterfglgende
lagt pd kgl ved 5°C.



Analyse af prg-
ver

C. botulinum

L. monocytoge-
nes

Data

Analyser

Alle prover fra bade genopvarmnings- og lagringsforsgg blev analyse-
ret for antal C. botulinum og L. monocytogenes pa overfladen og i cen-
trum af prgverne.

Overfladepraver

Overfladen af kamstykket blev vasket i 50 ml FKP i prgvepose, og kg@d-
stykket blev efterfglgende fjernet. Hvis prgven indeholdt meget vaeske,
blev FKP-mangde korrigeret for dette. Denne prgve (50 ml) svarede
til 109, som svarer til ca. 520 cm?Z.

Teelletal blev ganget med fortynding = cfu/ml svarende til cfu/10 cm?.

Centrumsprover
De grgnfarvede omrader blev udskaret med steril skalpel fra geome-
trisk centrum.

Prgverne blev overfgrt til stomacherposer og fortyndet med FKP i for-
holdet 1:9.

Progvetyper

Sporecocktail (tripelbestemmelse) pa hver podedag

Ra prover (efter podning og henstand ved 5°C natten over)
Varmebehandlede prgver efter nedkgling

Lagrede prgver

Der blev udtaget 3-5 prgver pr. behandling, svarende til enkeltbestem-
melse p& flere gentagelser.

Antal sporer i podematerialet blev bestemt ved, at fortyndingsraekken i
rgr a ca. 5 ml blev placeret i vandbad ved 75°C i 20 min. til inaktive-
ring af vegetative celler. Fra disse prgver blev antal sporer bestemt pa
SFP-agar fra relevante fortyndinger.

Vegetative celler blev bestemt ved direkte udsaed p& SFP-agar fra rele-
vante fortyndinger, som ikke blev varmebehandlet.

Bade analyse for sporer og vegetative celler af Clostridium blev analy-
seret pa SFP-agar med 5% aeggeblomme, men uden antibiotika, og in-
kuberet ved 30°C i 3 dage i anaerob beholder.

Kimtal for L. monocytogenes blev bestemt p& fglgende mader:

Der blev udtaget en prgve fra stomacherpose til fortynding i FKP, der-
efter direkte udsaed p@ Oxford-agar (Oxoid CM0856) og inkubation ved
37°C i 2 dggn.

Data fra bade genopvarmning og lagring kan ses her:
Y:\Projects\P2004287 SAF 26 WP2a Semiforadlede produkter til food-
service\Fagligt\Genopvarmning og lagring - patogenfor-

sgg AGG\20170724 Data fra patogenforsgg maj 2017 genopvarming
og lagring (version 1).xlsb.xlsx
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Opvarmnings-
profiler

C. botulinum i
centrum

Resultater - genopvarmning
Tabel 2. Opvarmnings-, holde- og nedkglingstider for genopvarmning.

Proces Tid til | Tempe- | Holde- Nedkg- Antal
onsket ratur tid lingstid til pak-
(T) (T) 5°C ker
Usikker 209 min 50°C 10 min 219 min 35
varmebe-
handling
1. genopv. 191 min 58°C 1 min 171 min 30
180 min
2. genopv. 181 min 58°C 1 min 141 min 20
180 min
3. genopv. | 185 min 58°C 1 min | Ingen data!l 10
180 min

1Alle prgverne blev udtaget til analyse og blev nedkglet i isbad.
Opvarmningsprofilerne kan ses i bilag 2.

Inaktivering af patogener i centrum efter genopvarmning

I figur 3 ses, at antallet af C. botulinum-sporer, som forventet, er
ueendret efter varmebehandling til 50°C i centrum og 10 minutters
holdetid. Efter 1 uges lagring ved 5°C efterfulgt af genopvarmning til
58°C med 1 min. eller 180 min. holdetid er antallet af sporer uaendret.
Ifglge Combase predictor har non-proteolytiske C. botulinum en ngle-
fase pa ca. 12 dage (pH 5,8 og 0,6% NaCl (se figur 2)). Det er i over-
ensstemmelse med resultater for de anvendte stammer, hvor der blev
konstateret bombage i svinekgd efter 14 dages lagring ved 5°C (Ja-
cobsen, 2005).

English &  sgg@ieknologisk.dk =

Figur 2. Praediktion af nglefase for non-proteolytisk C. botulinum ved 5°C,
0,6% NaCl og pH 5,8 (Combase predictor, accessed 20171204)

Efter yderligere en uges lagring ved 5°C og 2. genopvarmning til 58°C
med hhv. 1 min. og 180 min.’s holdetid gges antallet af C. botulinum-
sporer. Det indikerer, at der er gget risiko for vaekst af C. botulinum og
toxindannelse efter 2. genopvarmning. Efter 3. genopvarmning er ni-
veauet det samme som efter 2. genopvarmning. Desuden ses det, at
ikke er nogen effekt af at gge holdetiden fra 1 til 180 min.



Det ggede antal sporer skyldes sandsynligvis, at der efter 1. genop-
varmning ikke er nogen nglefase. C. botulinum opformeres dels under
lagring ved 5°C, dels under opvarmning. Ved opformering til hgje ni-
veauer af C. botulinum vil der dannes toxin. I sidste del af opvarmnin-
gen vil nogen celler sporulere, mens andre inaktiveres.

Det er i overensstemmelse med resultater rapporteret af Peck et al.
(2006), som angiver, at ved opbevaring <5 dage ved 4-7°C findes der
ikke toxin i 389 prgver, men hvis opbevaringstiden gges til 15 dage,
@gges antal toxinpositive prgver til hhv. 1% og 6%.

C. botulinum sporer i centrum efter sous vide behandling og
genopvarmning

4.1 3.9 4.0 Pravested -7
Temperatur sv, hd
T Holdetid {min) -
3
2[4 B Centrum-5-0
2.0
I Centrum - 50 - 10
Centrum-58 -1

1 Centrum - 58 - 180

Ra Efter50°Ci10 min 1. genopvarming 2. genopvarming 3. genopvarming
0 1 6 13 20
Dage

o o

Figur 3. Antal C. botulinum-sporer i centrum af svinefilet efter podning, var-
mebehandling ved 50°C i 10 minutter og 3 genopvarmninger til 58°C i hhv. 1
og 180 minutter (n=5).

I figur 4 ses, at efter 1. genopvarmning er alle vegetative celler inakti-
veret, da kimtallene er identiske for C. botulinum (figur 4) og sporer
(figur 3).

Efter 2. og 3. genopvarmning er der ingen vegetative celler, da antal-
let er identisk med antal sporer (se figur 3). Men det skal pointeres, at
der kan have veeret vaekst under lagringen ved 5°C imellem genop-
varmningerne.

10



L. monocytoge-
nes i centrum

Cl. botulinum i centrum efter sous videbehandling og genopvarmning
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Figur 4. Antal C. botulinum (bade sporer og vegetative celler) i centrum af

svinefilet efter podning, varmebehandling ved 50°C i 10 minutter og 3 genop-
varmninger til 58°C i hhv. 1 og 180 minutter (n=5).

Antal af L. monocytogenes reduceres med 1 log cfu/g efter varme-
behandling ved 58°C i 10 minutter. Efter 1. genopvarmning er antallet
af L. monocytogenes i centrum under detektionsgraensen pa 10 cfu/g
og derfor ikke en risikofaktor ved genopvarmning (se bilag 6).

Delkonklusion:

Efter 2. genopvarmning er der risiko for veekst af C. botulinum og ef-
terfglgende sporulering og toxindannelse, da nglefasen elimineres. Det
anbefales derfor kun at genopvarme sous vide-behandlede produkter
1. gang.

11



C. botulinum p§
overfladen

Inaktivering af patogener p3d overfladen efter genopvarmning

I figur 5 og 6 ses antal sporer og C. botulinum (sporer + vegetative
celler) pa overfladen af sous vide-behandlet kgd, der er genopvarmet
3 gange. Overfladen af produktet er 58°C i ca. 360 min., da opvarm-
ningstiden til 58°C i centrum tager 180 min. + holdetid pa 180 min.
Pga. den hurtige opvarmning til 58°C (momentan) forhindres vakst og
sporulering, og de vegetative celler inaktiveres, svarende til at antallet
af sporer er identisk eller faldende efter hver opvarmning. Men sporer i
produktet vil ikke blive inaktiveret ved 58°C.

Det indikerer, at risikoen for toxindannelse er mindre pa overfladen
end i centrum ved genopvarmning og varmholdelse pga. en holdetid
pd 360 minutter (6 timer) ved 58°C pad overfladen i forhold til langsom
opvarmning til 58°C og 180 min. (3 timer) holdetid i centrum.

Cl. botulinum sporer pa overfladen efter sous vide behandling og
genopvarmning

* Pravested ~T
o4 21 Temperatur sv. -
S X
C I Holdetid {min) -
@’ 2223 2.2
S 1 i - m Overflade -5 -0

2 14 13

1.1 Overflade - 50 - 10
1 Overflade -58 -1
0 Overflade - 58 - 180
Ra Efter50°Ci10 min 1. genopvarming 2. genopvarming 3. genopvarming

0 1 6 13 20
Dage

oo Lo

Figur 5. Antal C. botulinum-sporer pa overfladen af svinefilet efter podning,
varmebehandling ved 50°C i 10 minutter og 3 genopvarmninger til 58°C i hhv.
1 og 180 minutter (n=5)

Cl. botulinum pa overfladen efter sous vide behandling og genopvarmning
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Figur 6. Antal C. botulinum (sporer + vegetative celler) pa overfladen af svi-

nefilet efter podning, varmebehandling ved 50°C i 10 minutter og 3 genop-
varmninger til 58°C i hhv. 1 og 180 minutter (n=5).
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L. monocytoge-
nes

Konklusion -
genopvarmning

Antal af L. monocytogenes reduceres med 1 log cfu/g efter varmebe-
handling ved 50°C i 10 minutter. Efter 1. genopvarmning var antallet
af L. monocytogenes pa overfladen under detektionsgraensen pa 10
cfu/g.

L. monocytogenes med Dssec-vaerdi pa 3,9 min. (Jacobsen, 2011)
inaktiveres pa overflade og i centrum efter 1. genopvarming til 58°C
med efterfglgende holdetid pa hhv. 1 min. og 180 min.

Ud fra disse resultater konkluderes:

e at sous vide-behandlet kagd kun bgr genopvarmes 1 gang pga. ri-
siko for vaekst af non-proteolytiske C. botulinum i kgd, der har vee-
ret opbevaret ved 5°C i mere end 7 dage inden genopvarmning.

e at varmholdelse ved 58°C i 3 timer ikke gger risikoen for veekst af
C. botulinum.

e at L. monocytogenes ikke er en risikofaktor i forbindelse med
genopvarmning, hvis anbefalinger til holdetid ved 58°C fglges.
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Opvarmnings-
profiler

L. monocytoge-
nes under lag-
ring ved 2, 5 og
8°C

Psykrotrofe C.
botulinum i cen-
trum under lag-
ring ved 2, 5 og
8°C

Resultater - lagringsforsgg
Tabel 3. Opvarmnings-, holde- og nedkglingstider for lagringsforsgg.

Proces Tid til Tem- Holde- | Nedkg- | Antal
onsket pera- tid lingstid pak-
(T) tur (T) til 5°C ker
Lagring pro- | 168 min 58°C 73 min 152 min 30
duktion 1
Lagring pro- | 195 min 58°C 74 min 173 min 30
duktion 2
Lagring pro- | 191 min 58°C 74 min 183 min 30
duktion 3

Tids- og temperaturprofilerne kan ses i bilag 4.

R3 svinefileter blev podet med 108 L. monocytogenes/cm? pa overfla-
den og 10° L. monocytogenes/g i centrum. Efter varmebehandling ved
58°C i 73-74 min. var antallet under 100 L. monocytogenes/g eller
cm? (detektionsgraense), bade pa overflade og i centrum. Efter 12
dage og i resten af lagringsforigbet pa 3 mdr. var antallet mindre end
10 L. monocytogenes/(g/cm?) (detektionsgraense ved de gvrige udtag)
(data kan ses i bilag 6).

Efter varmebehandling ved 58°C var der ingen overlevende L. mono-
cytogenes, og listeria er ikke en risikofaktor ved genopvarmning og
varmholdelse, da der ikke kan ske en krydskontamination, og produk-
tet genopvarmes i den oprindelige emballage.

Under varmebehandling ved 58°C i 72 min. reduceres antallet af vege-
tative C. botulinum ikke som forventet. Efter varmebehandlingen var
niveauet p& samme niveau som fgr varmebehandlingen. Efter varme-
behandlingen var det forventet, at antallet af vegetative C. botulinum
blev reduceret til et niveau svarende til antal sporer. Tids- og tempera-
turforlgbet for varmebehandlingen svarede til forlgbet under genop-
varmning (se bilag 1), hvor vegetative celler blev inaktiveret, sd arsa-
gen til den manglende reduktion er uvis. D-vardi for vegetative celler
var fa minutter ved 60°C (FAO), og de burde derfor veere reduceret ef-
ter 72 min. ved 58°C. I figur 7 burde sgjlerne markeret med rgd cirkel
have veeret p& samme niveau (3 log cfu/g) som rgd cirkel i figur 8.

Under lagring ved 8°C var der kraftig opformering af C. botulinum i
hele lagringsperioden. Dette kan ikke ses i figur 7, da cellerne autoly-
serede, hvilket betyder, at de ikke var dyrkbare (sorte pile indikerer,
at kimtallet er hgjere). I mikroskop er der set mange lange stave,
hvilke indikerer, at der har veeret op til 1097 cfu/g. Dette stemmer
ogsa overens med, at der var kraftig bombage i pakker inkuberet ved
8°C fra ca. uge 4 (se billeder i bilag 5).

Ved 2 og 5°C var der ingen eller minimal opformering, men det anta-
ges, at kimtallene for prgver lagret ved 5°C har vaeret hgjere. Det
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Psykrotrofe C.
botulinum p&
overfladen un-
der lagring ved
2, 5 0g 8°C

skyldes, at clostridier ikke kan teelles, da cellerne inaktiveres pga.
egne metobolitter (=autolysere). Det er set i tidligere forsgg beskrevet
af Jacobsen (2005).

Antallet af sporer er konstant ved alle 3 lagringstemperaturer i hele
lagringsperioden (se figur 8).

Cl. botulinum i centrum under lagring

7
6
5

T T4 4
?

4 T f Temperatur lagring .YV
Provested -Y

3 H 2 - Centrum

2 W5 - Centrum

1 M 8 - Centrum

0

0 12 21 28 35 49 63 77

Dage

Log cfu/g

Figur 7. Antal C. botulinum (sporer + vegetative celler) i centrum af svinefilet
efter podning, varmebehandling ved 58°C i 72 minutter og efterfglgende lag-
ring ved hhv. 2, 5 og 8°C.

Cl. botulinum sporer i centrum under lagring

7

Temperatur lagring ~

Prgvested o 4
3 M 2 - Centrum
2 M 5 - Centrum
1 ® g - Centrum
0
0 12 21 28 35 49 63 77

Dage

6
5
4

Log cfu/g

Figur 8. Antal C. botulinum-sporer i centrum af svinefilet efter podning, var-
mebehandling ved 58°C i 72 minutter og efterfglgende lagring ved hhv. 2, 5
og 8°C.

Ligesom i centrum skete der ingen reduktion af de vegetative celler pd
overfladen efter varmebehandling ved 58°C i 72 min.

I figur 9 ses, at antallet af vegetative celler og sporer er stort set ens
under hele lagringsforigbet, dog er forskellen stgrst i starten af lag-
ringsforlgbet. Under lagring gges autolysering af cellerne pga. dan-
nelse af metabolitter med lyserende effekt, hvilket betyder, at der kun
tzelles en mindre del af de vegetative celler. Det antages, at kimtallene
ved 5 og 8°C har vaeret hgjere pga. autolyse af cellerne.

I figur 10 ses, at antallet af sporer er uaendret ved 2, 5 og 8°C, da an-
tallet af sporer og vegetative celler + sporer stort set er identiske fra
dag 21. Inaktivering af de vegetative celler skyldes, at holdetiden ved
58°C reelt har vaeret ca. fire gange sa lang pa overfladen.
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Konklusion lag-
ring

Cl. botulinum pa overfladen under lagring
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IS

w
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Figur 9. Antal C. botulinum (sporer + vegetative celler) pa overfladen af svi-
nefilet efter podning, varmebehandling ved 58°C i 72 minutter og efterfgl-
gende lagring ved hhv. 2, 5 og 8°C.

Cl. botulinum sporer pa overfladen under lagring
;

6
5
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0
0 12 21 28 35 49 63 77

Dage

~

Log cfu/cm?
w

Figur 10. Antal C. botulinum-sporer pa overfladen af svinefilet efter podning,
varmebehandling ved 58°C i 72 minutter og efterfglgende lagring ved hhv. 2,
5 og 8°C.

Lagring ved 8°C resulterer i kraftig vaekst af C. botulinum i centrum,
da prgverne er bomberet og indeholder lange stave. Lagring ved 8°C
kan ikke anbefales og ma maksimalt vaere pa 4 dage, svarende til ng-
lefase ved 8°C (se figur 2).

Pga. den manglende inaktivering af vegetative celler efter varmebe-
handling og evt. autolysering er det ikke muligt at vurdere, om der er
sket en opformering af C. botulinum ved lagring ved 5°C i centrum.
Det anbefales at fglge eksisterende anbefalinger fra FSA, som angiver
max. 10 dages lagring ved 5°C.

Det antages, at der ikke har veeret vaekst ved 2°C, da det er under mi-
nimumstemperaturen for vaekst af non-proteolytiske C. botulinum.
Ifglge Baldwin (2011) kan produkter lagres i op til 90 dage ved 2°C i
forhold risiko for toxindannelse af non-proteolytiske C. botulinum.
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Konklusion

C. botulinum kan opformeres under kglelagring (5°C i mere end 5
dage) og under langsom opvarmning i sous vide-behandlet svinefi-
let, som har vaeret genopvarmet én gang.

C. botulinum opformeres ikke under varmholdelse ved 58°C i 3 ti-
mer

Lagring ved 8°C giver kraftig bombage, hvilket indikerer kraftig
vaekst.

Pga. forsggstekniske problemer kan der ikke angives holdbarheds-
tider for opbevaring ved 2 og 5°C, men det anbefales at fglge
FSA’s vejledninger

L. monocytogenes er ingen risikofaktor i forbindelse med
genopvarmning til 58°C efter en varmebehandling ved 58°C i 72
min.

L. monocytogenes inaktiveres ikke ved varmebehandling ved 50°C
i 10 min.
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Anbefalinger
Ud fra disse resultater anbefales fglgende for genopvarmning og lag-
ring af sous vide-behandlet kgd:

e Max. 1 genopvarmning efter lagring ved 5°C i max. 10 dage
e Max. 4 dages holdbarhed ved lagring ved 8°C

e Max. 10 dages holdbarhed ved lagring ved 5°C

e Max. 90 dages holdbarhed ved lagring ved 2°C

Folg anbefalinger Hold opvarm- L. monocytogenes

for sikker varme- ningstiden under og vegetative cel-

behandling iert ler af C. botulinum
(DMRI) inaktiveres

C. botulinum spo- J

rer pavirkes ikke

Lagring 2°C ‘ Lagring ved 5°C !
Holdbarhed 90 max. 10 dage
(5°C/10 dage reg-

len, FSA)

Lagring ved 8°Cii
max. 4 dage (IFR

2
dage 2006)

Max. 1 genopvarmning med varmholdelse i op til 180 min

1) Anbefalinger fra NSW Food Authority, New Zealand. Sous Vide Food Safety precautions for
restaurants (NSW/FA/CP058/1207). For at undgd veaekst af C. perfringens.
2) Holdbarhed relateret til fgdevaresikkerhed.
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Oversigt over inaktivering af patogener efter varmebehandling ved forskellige temperaturer
og holdetider (DMRI's anbefalinger)

75°C

70°C 1 min

65°C 6 min

63°C 12 min

60°C 35 min

58°C 72 min

+

! vegetative/sporer
2Dy0ec=0,14 (Asselte et al., 2006)
3 Deoec=3,22 (Ahmed et al., 1995)
4 D7goc=0,38 (Asselte et al., 2006)
5 D70oc=HEV overlever, men reduceres i antal FFU (Anonym, 2017)
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Bilag 1

Opformering af C. botulinum-sporer

Sporeopformering

TPGY

CMM

Clostridiumstammerne vaekkes fra frost ved at pode et frysergr
(1 ml) til 10 ml Tryptone Pepton Glucose Yeast extract (TPGY)
30°C i 3 dage i anaerob beholder/baenk.

Derefter podes 2 ml/stamme videre til Cooked Meat Medium
(CMM), 2-fase substrat (dobbelt stgrrelse med 20 ml vand).
Kulturerne inkuberes igen ved 30°C i anaerob beholderi 12
(13) dage. Vaeskefasen af substratet centrifugeres ned i afka-
let centrifuge ved 5.000 rpm i 15 min. ved 4°C. Supernatanten
haldes ud, og pellet resuspenderes i 20 ml steril, iskold FK.

Herefter centrifugeres sporerne atter ned p& samme made. Su-
pernatanten heeldes fra, og pellet resuspenderes i 10 ml steril,

iskold FK. Sporerne anvendes samme dag.

TPGY (pr. 1000 ml)

Tryptone 50¢g
Peptone 5¢
Glycose 49
Yeast extract 20 g
Natrium thioglycollate 1g
Distilled water 1 litre

pH 7,0 £ 0,2, autoklaveres ved 121°Ci 10 min.
Dobbelt CMM 2-fase system (pr. 75 ml) (Peck et al., 1992)

30 g kadpiller, 2,26 g agar og 0,16 g glukose opblgdes i 150 ml
vand i en 500 ml Blue Cap-flaske og henstar 20-30 min. ved
stuetemperatur. Autoklaveres 10 min. ved 121°C. Let omryst-
ning efter autoklavering.

Umiddelbart inden podning daekkes den stivhede agar med 20

ml sterilt vand (vandet stremmes i 10 min./flaske m. 100 ml
umiddelbart inden brug).
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Bilag 2
Opvarmningsprofiler

2004287 - Vurdering af risici ved genopvarmning,

Varmebehandling Sous Vide - 02.05.2017

Temperatur 50°C - Holdetid 10 min - Vandstand 21 cm - 39 poser kam
1659 a 15 cm leengde, 5 cm hgjde

e Kerne_Temp  e==\/and_Temp e \/aNd_Niveau e 50°C

e Opvarmningstid === Holdetid e Nedkglingstid
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2004287 - Vurdering af risici ved genopvarmning,

1. genopvarmning - 08.05.2017
Temperatur 58°C - Holdetid 1 & 180 min - Vandstand 21 cm - 33 poser
kam 1659 a 15 cm lzengde, 5 cm hgjde

e Kerne_Temp  e==\/and_Temp e \[ANA_Niveau — esmmm58°C

e Opvarmningstid === Holdetid e Nedkglingstid

—

Minutter
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2004287 - Vurdering af risici ved genopvarmning, 2. genopvarmning - 15.05.2017
Temperatur 58°C - Holdetid 1 & 180 min - Vandstand 21 cm - 22 poser kam 1659 a 15 cm leengde, 5 cm hgjde

e Korne_Temp  =====Vand_Temp  ===Vand_Niveauy  e==58°C  e==(Qpyvarmningstid e==—=Holdetid === Nedkelingstid
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2004287 - Vurdering af risici ved genopvarmning,

3. genopvarmning - 22.05.2017
Temperatur 58°C - Holdetid 1 & 180 min - Vandstand 21 cm - 11 poser
kam 1659 a 15 cm laengde, 5 cm hgjde

e Kerne_Temp e=\/and_Temp e=\/and_Niveau esss58°C e (Qpvarmningstid e Holdetid

-}
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Datablad for Cryovac-poser kan ses her:

2015 - CN300 ProdSheets EU EN (002).pdf

Bilag 3
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file://///localdom.net/TI%20Folders%20D05/Projects/P2004287_SAF%2026%20WP2a%20Semiforadlede%20produkter%20til%20foodservice/Fagligt/Genopvarmning%20og%20lagring%20-%20patogenforsøg_AGG/2015%20-%20CN300_ProdSheets_EU_EN%20(002).pdf

Bilag 4

Tids- og temperaturprofiler for prgver til lagringsforsgg
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2004287 - Vurdering af risici ved lagring, 1. Sous Vide opvarmning - 16.05.2017
Temperatur 58°C - Holdetid 72 min - Vandstand 21 ¢m - 31 poser kam 16594 15 cm laengde, 5 cm hgjde

s erne_Temp  ====\/and_Temp  ====Vand_Niveauy e—====58°C  ess=Opvarmningstid —e===Holdetid === Nedkelingstid

/M“ Mf \W\
|

2 2 8 8 2 39 2 2 8 8 82 88838 88 ¢ 8
B R ® & & A & @ n ® K ® & & 4 & @ n
A3 H A o 8 & & & &8 & o 9~ N e e en o Mmoo

10
20
30
10
50
60
70
80
90

100

110

120

130

140

150

360

370

380

390

2

Minutter

2004287 - Vurdering af risici ved lagring, 2. Sous Vide opvarmning - 17.05.2017
Temperatur 58°C - Holdetid 72 min - Vandstand 21 cm - 31 poser kam 1659 & 15 cm laengde, 5 cm hgjde

===Kerne_Temp =====Vand_Temp ====Vand_Niveau e====5g8°C emsm=Qpyarmningstid =====Holdetid =====Nedkglingstid
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2004287 - Vurdering af risici ved lagring, 3. Sous Vide opvarmning - 18.05.2017
Temperatur 58°C - Holdetid 72 min - Vandstand 21 ¢cm - 31 poser kam 1659 a 15 cm laengde, 5 cm hgjde

e Kerne_Temp — emmmVand_Temp  e===Vand_Niveau  essss58°C e Opvarmningstid essHoldetid === Nedkglingstid
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Bilag 5

Billeder af prgver lagret ved hhv. 2, 5 og 8°C.

Uge

2°C

8°C

(35
dage

11
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Listeria-grafer
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