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Aumento de la vida util y microbiologia de la carne de pavo
envasada en atmdsferas modificadas

Shelf life extension and microbiology of turkey meat packaged in
modified atmosphere

Sérgio Borges Mano,* Juan Antonio Ordéfiez** y Gonzalo Garcia de Fernando**

Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del envasado de carne de pavo en atmésferas modificadas, asi como
estudiar el crecimiento de los microorganismos responsables de su alteracion. Se obtuvieron asépticamente filetes de
pechuga de pavo de aproximadamente 3x3cm, se introdujeron en bolsas de pléstico (Cryovac BB4L) caracterizadas por
su baja permeabilidad a los gases. Las bolsas se dividieron en 4 lotes y se llenaron con aproximadamente 1,5L de aire
100%, Nitrégeno 100%, CO,/O, 20/80 y CO,/O, 40/60 y se sellaron. Finalmente, cada lote se subdividié en 2,
almacenandose uno de ellos a 12C y el otro a 7°C. A lo largo del almacenamiento se determing la concentracion de los
gases y el pH y se realizaron los recuentos de la microbiota total, bacterias lacticas, Enterobacteriaceae, Brochothrix
thermosphacta, y Pseudomonas. Los parametros de crecimiento (fase de latencia y tiempo de generacion) se determinaron
mediante la ecuacién de Gompertz. Los resultados han demostrado que la vida util de la carne de pavo se prolonga
cuando se almacena en atmdsferas modificadas. Con la atmésfera de nitrégeno (100%) se comprobé una prolongacién
de 5 dias en la vida til, independientemente de la temperatura de almacenamiento utilizada. Sin embargo, las atmésferas
enriquecidas con CO, a 1°C mostraron una mayor eficacia. Apenas hubo alteracion en la concentracion de los gases
durante el periodo de almacenamiento. En las muestras conservadas bajo atmésfera modificada, tanto a 7 como a 1°C,
el pH se mantuvo constante durante el periodo de almacenamiento. A 1y 7°C las fases de latencia y los tiempos de
duplicacion de la microbiota total fueron progresivamente mayores en el siguiente orden: atmésfera de aire (100%), N,
(100%), CO,/O, (20/80) y CO,/O, (40/60). De acuerdo con los resultados, se puede concluir que, tanto a 1 como a 7°C,
la utilizacién de las atmdsferas modificadas retardé el crecimiento de las bacterias alterantes de la carne de pavo,
favoreciendo la prolongacién de la vida dtil, principalmente en las atmésferas enriquecidas con CO.,,.
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general, las bacterias que prevalecen en las carnes y, si
las condiciones de almacenamiento lo permiten, provocan
su deterioro. En realidad, Pseudomonas spp. suelen ser

Introduccion

La carne fresca es un producto muy perecedero. Son los

microorganismos, sobre todo las bacterias, los agentes
responsables del deterioro de este alimento cuando se
mantiene en refrigeracién y aerobiosis. Como puede
suponerse, los microorganismos descritos en la carne (Gill,
1982; McMeekin, 1982) pertenecen a diversos géneros,
destacando Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter,
Lactobacillus, Micrococcus, Aeromonas, Brochothrix y
algunos géneros de la familia Enterobacteriaceae. No
obstante, el crecimiento de las bacterias mesdfilas se
inhibe de forma muy considerable, si no totalmente, a tem-
peraturas de refrigeraciéon, mientras que el de otros
microorganismos como Brochothrix thermosphacta,
lactobacilos y algunas enterobacterias es mas lento que
el de los psicrotrofos aerobios del grupo Pseudomonas /
Acinetobacter / Moraxella/ Alteromonas, que son, por regla

los agentes responsables de la alteracién, aunque casi
siempre en compafia de otros miembros del grupo menci-
onado. La alteracién de la carne se produce cuando se
alcanza la tasa de 107 ufc/cm? (Dainty et al., 1983) y se
manifiesta por olores desagradables y limosidad superfici-
al derivados del crecimiento microbiano.

Aunque la vida util de la carne mantenida en refrigeracién
depende de varios factores (tamafo de la pieza de carne,
carga microbiana inicial, temperatura de almacenamiento
etc.) suele admitirse que muy dificilmente pueden
sobrepasarse los 12-15 dias de almacenamiento en
refrigeracion, en las mejores condiciones, sin que
aparezcan signos de alteracién. Este tiempo es mas que
suficiente para el suministro local, pero es complicado
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alcanzar esas condiciones “ideales”, ademas existe el
comercio internacional, la venta al detalle en zonas alejadas
de las productoras, la manipulacién de la carne, su
despiece, fileteo y envasado en bandejas de poliestireno
recubiertas de un plastico permeable al oxigeno del aire,
etc. Todos estos factores obligan a poner a la venta la
carne inmediatamente después de su recepcion y su vida
util en las estanterias de los supermercados o en los mos-
tradores de las carnicerias puede ser muy corta. Por
consiguiente, merece la pena prolongarla.

El CO, se ha utilizado comercialmente para inhibir el
crecimiento microbiano y alargar la vida atil de la carne
desde la década de 1930, pero no fue hasta los afios 50y
60, coincidiendo con el auge de la industria de los plasti-
cos, cuando comenzd a investigarse la posibilidad de
envasar carne en atmdsferas modificadas con esa finalidad.
En los afios 70, numerosos investigadores establecieron
que las atmosferas enriquecidas en CO, (40-20 %) y O,
(60-80 %) eran las mejores para ampliar la vida (til de las
carnes de vacuno (Clark, Lentz, 1973 ; Taylor, MacDougall,
1973), cerdo (Orddnez, Ledward, 1977) y cordero (Newton
etal., 1977) e incluso came picada de cerdo (Lépez Lorenzo
et al., 1980), estudiandose concomitantemente la
microbiologia de estas carnes envasadas en atmdsferas
modificadas. Hay que tener en cuenta que todas esas car-
nes suelen tenerun pH en torno a 5,5 y quizas sea éste el
motivo de que los resultados de los autores antes mencio-
nados no difieren mucho en cuanto a la microbiologia y
ampliacion de la vida atil.

Las carnes de ave, a diferencia de las anteriores, se
caracterizan por presentar un pH mas elevado. Los
responsables de la alteracion de estas carnes suelen ser
los mismos que los que deterioran las carnes rojas. El
efecto del envasado de carne de pollo cruda y cocinada en
atmésferas modificadas en sus caracteristicas sensoriales
y vida util ha sido estudiado por Hotchkiss et al. (1985),
quienes comprobaron una considerable prolongacion de la
vida util con el envasado en atmdsferas enriquecidas en
mas de un 20% de CO,,. A diferencia de las carnes rojas,
puede decirse que el envasado de carne de aves en
atmoésfera modificada no influye en su color, sobre todo
cuando se mantiene la piel en las piezas. Sin embargo, en
el caso de filetes o porciones sin piel, existe la posibilidad
de hacer més atractivo el color de la carne mediante la
inclusion de O, en la atmdsfera (Parry, 1993). A este
respecto, cuando Mead (1983) evalud diferentes mezclas
de gases para ampliar la vida (til de filetes de pavo utili-
zando niveles de O, del 10 al 20 %, s6lo observé una mejora
del color de la carne con la concentracién mas elevada de
gas, cuando aparecia un atrayente tono rosa asalmonado.
No obstante, hay una falta de conocimientos sobre la
microbiota responsable de la alteracién de esta carne
envasada en atmésferas modificadas, por lo que el pre-
sente trabajo pretende llenar esta laguna, ademas de
comprobar el efecto del envasado en la conservacion de
esta carne.

Material y métodos

Operaciones previas

Todas las operaciones se llevaron a cabo con material pre-
viamente esterilizado.

En primer lugar se procedié a la retirada de la piel del pavo
y seguidamente se extrajo la pechuga. Una vez obtenida
ésta, se corté transversalmente el musculo en filetes de
aproximadamente 0,5 cm de espesor con un cuchillo que
previamente habia sido flameado. Del centro de este filete
se obtuvo asépticamente uno de aproximadamente 3x3
cm, es decir, 18 cm? de superficie.

Las muestras se envasaron en bolsas BB4L (un filete por
bolsa), que a continuacién se llenaron con las atmésferas
de: 100 % aire, 100 % nitrégeno, 20/80 CO,/O, 6 40/60
CO,/0,. Larelacion utilizada de gas/muestra fue de ~150:1,
lo que correspondié ~1,5 L de gas por bolsa. La incubacion
de las muestras se realizé en camaras frigorificas
termostatadas a 1 6 7°C.

Métodos microbiolégicos

La toma de muestras se realiz6 diariamente o en dias al-
ternos, de acuerdo con la temperatura de incubacion, la
atmosfera utilizada y resultados de dias anteriores.

Justo antes de envasar las muestras, se recogieron alea-
toriamente 2 filetes para determinar su pH y su carga
microbiana inicial.

Los filetes mantenidos en atmésfera de 100 % aire, 100 %
nitrégeno, 20/80 CO /O, y 40/60 CO,/O, se trasladaron al
laboratorio en las mismas bolsas de plastico usadas en la
incubacién. Tras analizar la composicién de los gases
mediante un analizador combinado de gases (0,+CO,), se
procedi6 a abrir la bolsa en la campana de flujo laminar,
tomando las muestras a continuacién.

Los filetes se introdujeron en bolsas estériles para
“Stomacher” que contenian 25 mL de solucién salina
(0,85 %) esterilizada y a continuacion se procedié a su
homogeneizacién durante 1 min.

Los medios de cultivo empleados para los recuentos fueron:

a) Agar para recuento en placa (PCA). Se empleé como
medio para el recuento de la microbiota total. Incubacion
a 32°C, de 24 a 48 horas.

b) Agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Se utilizé para
el recuento de bacterias lacticas (Man et al., 1960), ajus-
tando el pH a 5,6 con &cido acético glacial y utilizando
doble capa de agar. Incubacién a 32°C, de 48 a 72 ho-
ras.

¢) Agar violeta rojo bilis glucosa (VRBG). Se usé para el
recuento de enterobacterias. Incubacién a 32°C durante
24 horas.
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d) Agar sulfato de estreptomicina (50 %), cicloheximida (5
%), acetato de talio (5 %) (STAA suministrado por Oxoid).
Se utiliz6 para el recuento de Brochothrix thermosphacta.
Incubacién a 24°C, de 48 a 72 horas.

e) Agar selectivo para Pseudomonas (PSD) con “Pseudomonas
C-F-C Suplemento Selectivo” (cetrimida al 1 %, fucidina al 1
%y cefaloridina al 5 %) suministrado por Oxoid. Se emple6
para el recuento de Pseudomonas spp. Incubacién a 24°C,
de 48 a 72 horas. Este agar se denominaré a lo largo del
trabajo con las siglas PSD.

La preparacion de los medios de cultivo se llevé a cabo de
acuerdo con las instrucciones de las casas
suministradoras (Difco y Oxoid). Cuando fue necesario, se
esterilizaron durante 15 min. a 1212C antes de su uso. En
el caso de los medios STAA y agar PSD se afiadié de
forma aséptica el suplemento especifico después de la
esterilizacion del medio base.

Se prepararon diluciones decimales en solucién salina (0,85
% de NaCl) estéril a partir de los filetes.

De acuerdo con el nimero de microorganismos viables
esperados, se tomdé 1 mL de las diluciones deseadas y se
depositd en placas de Petri. A continuacién se vertié una
cantidad suficiente de agar a unos 45°C para cubrir el fondo
de la placa; después, éstas se agitaron suavemente para
homogeneizar la muestra y el agar. En los recuentos de
bacterias lacticas en agar MRS, una vez solidificado, se
afadié otra capa de medio para crear condiciones
microaerdfilas que favorecieran el crecimiento de las
bacterias lacticas. En todos los casos se sembraron 2
placas de cada dilucién.

Tras el periodo de incubacién correspondiente se efectué
el recuento de colonias presentes en las placas, conside-
rando las que contenian entre 30 y 300 colonias. El recuento
se dividio por 18 (area total del filete en cm?), con lo que
los resultados finales se expresaron en log ufc/cm? de
muestra.

Determinacion del pH

Después de la toma de muestras para las determinaciones
microbiolégicas se efectuaron, por muestra, 5
determinaciones de pH introduciendo el electrodo en la propia
bolsa de “Stomacher”, donde se habia homogeneizado el
filete con solucién salina estéril. El valor del pH se obtuvo de
la media aritmética de las medidas.

Andlisis de los gases

El andlisis de la atmdsfera que rodeaba la carne se realizé
justamente antes de la apertura de la bolsa para el analisis
microbioldgico.

La determinacién cuantitativa de los componentes de la
atmésfera se hizo con un analizador combinado de gases
(O, + CO,) marca “Abiss” mod. GT12 pinchando la bolsa
con la aguja unida al analizador. Deben esperarse unos
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segundos hasta que la medida de los gases se estabilice.

El nitrégeno fue estimado por la diferencia entre el 100 %y
la suma de los porcentajes de O,y CO,, asumiendo que la
atmodsfera sélo se componia de estos 3 gases.

Andlisis de los resultados

Los datos de los recuentos, una vez organizados en una
base de datos, se analizaron mediante la ecuacion de
Gompertz, modificada por Gibson y col. (1987), para
describir el crecimiento de una poblacidn bacteriana. Se
utilizé para tal, un programa informatico disefiado por el
Dr. J6zsef Baranyi en el “Institute of Food Research (Reading
Laboratory, UK)".

Resultados y discusion

Cambio en la composicion de los gases

La composicion de las atmésferas no cambié en ninguna
muestra durante los distintos periodos de almacenamiento
(datos no mostrados).

No son muchos los trabajos cuyo objetivo haya sido el
estudio de las variaciones de la composicién de los gases
durante el almacenamiento de carne en atmésferas modi-
ficadas. Ademas, en algunas ocasiones se han presentado
resultados contradictorios. Mientras que Seideman et al.
(1980) indicaron que la concentracion de CO, disminuia
durante el almacenamiento de carne, Spahl et al. (1981)
aseguraron que los niveles de CO, aumentaban. Por su
parte, Fangy Lin (1994a) observaron una disminucién del
O, y un aumento del CO, durante el almacenamiento a
4°C de carne de cerdo cocinada y envasada en aire.

Como ya se ha dicho, en nuestro estudio la atmésfera no
se modificé, o mejor dicho, con el sistema de medida de
gases que se ha empleado, no se detectd variacién alguna.
La sensibilidad del analizador de gases aqui utilizado (Abiss
mod. GT12) no es suficiente para valorar las pequefas
modificaciones que, seguro, ocurrieron merced a la
actividad microbioldgica, actividad bioquimica de la carne
y permeabilidad del plastico. Ademas, otro factor decisivo
fue la relaciéon volumen de gas / masa de alimento, en
torno a 150/1, cuando los niveles comerciales recomenda-
dos son del orden de 2/1 (Rénner, 1994) a 3/1 (Holland,
1980), obviamente por economia de espacio. La eleccion,
en el presente estudio, de una relacién entre volumen de
gas y masa de carne tan alejada de la practica comercial
fue precisamente evitar que la modificacién de la atmésfera
durante el almacenamiento enmascarase el efecto de la
propia atmésfera en el comportamiento de la microbiota
alterante. En otras palabras, con los medios que se
disponia, se pretendian crear unas condiciones préximas
a las de las atmésferas controladas y, de hecho, asi fue.

Puede decirse que, aunque es habitual apreciar
modificaciones en la composicién de la atmdsfera que cir-
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cunda al alimento, sobre todo en aquellos con mayor
actividad metabdlica (p.e. hortalizas y frutas, debido a la
actividad respiratoria de las mismas), en este trabajo no
se apreciaron variaciones.

Evolucion del pH

Las muestras de carne aqui empleadas tuvieron pHs
iniciales rondando el valor de 6,0 (Figuras 1y 2).

[} 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 3§
Tiempo (dias) Tiempo (dfas)

0 s 0 15 220 25 30 3 0 5 0 15 20 25 30 35
Tiempo (dfas)

o 5 10 15 20 25 30 35 o 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 1: Evolucion del pH, microbiota total (PCA), bacterias lacticas
(MRS), enterobacterias (VRBG), Brochothrix thermosphacta (STAA)
y Pseudomonas spp. (PSD) en carne de pavo almacenada en 100%
aire (0), 100% N, (j), 20/80 CO,/O, (1) y 40/60 CO,/O, (n) a 1°C.

En el presente trabajo no se apreciaron variaciones del pH
al principio de las experiencias, aunque diversos autores
(Clark y Lentz, 1973 ; Daniels et al., 1985 ; McMullen y
Stiles, 1991) han observado disminuciones de este
parametro como consecuencia de la solubilidad del CO,
en los alimentos. No obstante, diversas experiencias de
otros autores muestran la invariabilidad del pH. Asi, no se
han observado modificaciones del pH en salmén envasado
en atmosferas enriquecidas en CO, (Fey y Regenstein,
1982 ; Lépez-Galvez et al., 1995), carne de cordero
envasada en vacio, 20/80 CO,/O,, 50/50 CO,/N, y 100 %
de CO, (Doherty et al., 1995; Sheridan et al., 1995 ; Doherty
etal., 1996) y vacuno en 100 % de CO, (Avery et al., 1995).
Quizas se deba a la capacidad tampo6n de muchos de los
componentes de la carne que, aunque débil, puede ser
suficiente para contrarrestar el efecto del CO, disuelto.

En cambio, cuando el alimento se mantiene en aire, es
normal que el pH aumente, coincidiendo con recuentos
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Figura 2: Evolucién del pH, microbiota total (PCA), bacterias
lacticas (MRS), enterobacterias (VRBG), Brochothrix
thermosphacta (STAA) y Pseudomonas spp. (PSD) en carne de
pavo almacenada en 100% aire (0), 100% N, (j), 20/80 CO,/O, (I) y
40/60 CO,0O, (n) a 7°C.

totales superiores a 107 ufc/cm?y la alteracién del alimen-
to (Figuras 1y 2). Estos cambios se deben, posiblemente,
a la generacion de sustancias basicas derivadas del
crecimiento de pseudomonas y otros microorganismos
afines. A este respecto, Farrag y Marth (1989a), trabajando
con medio de cultivo (triptosa) inoculado con diversas
especies de pseudomonas correlacionaron el aumento del
pH con el crecimiento de las pseudomonas.

El pH de la mayor parte de las muestras envasadas en
atmdsferas modificadas no varié a lo largo de todo el tiempo
que duraron las diferentes experiencias. No obstante,
también se han detectado ciertos aumentos de los valores
del pH en algunas muestras envasadas en atmoésferas
modificadas, aunque siempre menos llamativos que los
observados en la carne envasada aerdébicamente;
especificamente a 1°C en nitrégeno y a 7°C envasada tan-
to en 20/80 CO,/O, como en 40/60 CO,/O,. En todos los
casos, el aumento de pH se hizo evidente tras cruzar el
umbral de la vida util de la carne. ‘

De lo expuesto puede decirse que el pH de la carne en
atmdésfera de aire empieza a aumentar cuando el niUmero
de microorganismo es muy elevado, coincidiendo con la
alteracién del producto. En el envasado en atmdsfera mo-
dificada, lo habitual es que el pH se mantenga constante,
al menos durante la vida util del alimento.




Microbiota Total (MT)

Los recuentos iniciales de la microbiota total (MT) al prin-
cipio de las experiencias fueron bajos, siempre inferiores a
108 ufc/cm? (Tablas 1y 2). Estos recuentos iniciales tan
bajos son un indice de las buenas condiciones en que se
manipularon las muestras, mucho mejores que las
habituales en un matadero, sala de despiece o carniceria,
donde se obtienen unas tasas microbianas, en condiciones
practicas 6ptimas, mas elevadas. Como puede apreciarse,
los recuentos iniciales de las muestras almacenadas a 1
y 7°C no fueron iguales. Esto se debié a la imposibilidad
material de partir de la misma materia prima, debido a la
limitacion de espacio en los armarios refrigeradores o la
imposibilidad de manipular un nimero elevado de muestras.
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La fase de latencia de una poblacién microbiana indica el
tiempo que tarda esa poblacién en comenzar a multiplicarse
activamente. En este trabajo se ha calculado aplicando la
ecuacion de Gompertz. Desgraciadamente, la fase de
latencia no es constante ni siquiera en sistemas modelos,
ya que no sélo depende de la especie microbiana sino
también de la “historia” del microorganismo o grupo
microbiano en cuestion, por lo que para estandarizar las
fases de latencia de un cultivo puro hay que normalizar
estrictamente su procedencia. Ademas, cuando ésta se
calcula, la microbiota ya ha comenzado a crecery saber
en ese momento el tiempo que han tardado en comenzar
el desarrollo carece de importancia. No obstante, siempre
pueden hacerse algunas generalizaciones. Cuanto mas

Tabla 1: Vida Util y parametros de crecimiento de la microbiota de carne de pavo envasada en diferentes atmosferas y
mantenida a 1°C durante 25 (aire 100%), 29 (N, 100%) 6 35 dias (CO,/O, 20/80, CO,/O, 40/60).

ATMOSFERAS . i .4 PARAMETROS Microbiota Bacterias Entero- Brochothrix PSD
Vida util P .
DE CRECIMIENTO Total Lécticas bacterias thermosphacta
Microbiota inicial”® 24 0.6 1.8 05 2,0
Aire (100%) 10 Fase de latencia® 3,2 6,5 5,6 3,7 2,5
Valor gc 0,6 4,7 0,5 0,6 0,6
Carga ﬁnalb 9,5 2,2 8,8 7.5 9,4
N1 (100%) 15 Fase de latencia® 4,0 11,8 7,0 6,7 3,8
Valor g© 0,7 7.4 0,7 0,9 0,7
Carga ﬁnalb 8,6 1,6 7,1 4,4 1,7
CO»/07 20/80 d Fase de latencia® 15,0 20,1 11,0 10,0 3,6
Valor gc 1,8 8,0 5,1 0,7 2,4
Carga ﬁnalb 6,0 0,9 3,7 2,2 5,4
CO7/07 40/60 d Fase de latencia® 17,2 24,7 14,0 11,0 4,0
Valor gC 2,6 8,4 8,0 0,6 2,3
Carga final® 4.2 0,9 24 1,5 3,9

2 Vida (til o tiempo (dias) que se tarda en alcanzar la tasa de 107 UFC/cm?2. . Valores expresados en log UFC/cm?. ©. Valores

expresados en dias.

4 La carga final no alcanz¢ la tasa de 107 UFC/cm? tras 35 dias de almacenamiento. PSD - Microorganismos crecidos en medio

selectivo para Pseudomonas spp. a 20°C, 72h.

baja es la temperatura de almacenamiento la fase de
latencia es mas prolongada; de igual modo, cuanto mas
selectiva es la atmésfera, mas tiempo tarda la microbiota
en comenzar su multiplicacion. En cualquier caso, este
parametro siempre permite deducir algunos hechos. En
este trabajo las fases de latencia (Tablas 1 y 2) han sido

Utiles para comparar la adaptacién de una determinada
microbiota a las atmdsferas en que crecen, siempre y
cuando la contaminacidén inicial fuera la misma, ya que los
precedentes de esa microbiota eran idénticos.

A diferencia del pardmetro anterior, los tiempos de
duplicacién, definitorio del crecimiento de un microorganismo
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Tabla 2: Vida util y parametros de crecimiento de la microbiota de carne de pavo envasada en diferentes atmésferas y
mantenida a 7°C durante 12 (aire 100%), 14 (N, 100%) 6 20 dias (CO,/O, 20/80, CO /O, 40/60).

ATMOSFERAS NP | PARAMETROS Microbiota Bacterias Entero- Brochothrix PSD
Vida til . -
DE CRECIMIENTO Total LActicas bacterias  thermosphacta
Microbiota inicialb 2.8 0.7 22 0.8 28
Aire (100%) 5 Fase de latencia® 1,7 1,9 1,4 1,6 0,5
c 0,2 0,6 0,2 0,3 0,4
Valor g
Carga ﬁnalb 9,7 3,6 9,2 7,3 9,5
N2 (100%) 10 Fase de latencia® 2,4 3,6 4,0 6,9 »2,0
c 0,5 0,6 0,3 0,6 0,9
Valor g
Carga fmalb 7,8 2,9 7,1 3,5 7,0
CO»,/07 20/80 12 Fase de latencia® 2,9 7,3 2,5 5.1 3,1
c 0,6 0,6 0,7 0,9 0,8
Valor g
Carga ﬁnalb 8,6 5,0 7,7 3,2 8,5
C0O2/07 40/60 d Fase de latencia® 4,1 7,0 8,9 11,0 10,1
Valor gc 2,5 1,2 1,2 1,0 1,5
Carga finalb 53 34 5,2 1,3 4,8

2 Vida atil o tiempo (dias) que se tarda en alcanzar la tasa de 107 UFC/cm?. ® Valores expresados en log UFC/cm?. ¢ Valores
expresados en dias. ‘La carga final no alcanzé la tasa de 107 UFC/cn? tras 20 dias de almacenamiento. PSD - Microorganismos
crecidos en medio selectivo para Pseudomonas spp. a 20°C, 72h.

es constante, siempre que las condiciones sean idénticas;
es decir, misma cepa, sustrato, temperatura, atmésfera,
etc. Como era de esperar, a 12C los tiempos de duplicacién
de la MT fueron mas prolongados que a 7°C. También se
esperaba que al hacerse mas selectiva la atmésfera, la
microbiota tardase mas en multiplicarse. Esta segunda
afirmacién se comprobé en las 2 temperaturas estudiadas.
A este respecto, cabe sefalar que el efecto del CO, es
mas intenso conforme disminuye la temperatura, por lo
que es légico que el efecto de las atmdsferas sea mas
notable a 1 que a 7°C.

Debe recalcarse la importancia de la microbiota inicial en
los microorganismos que después prevaleceran en el ali-
mento y, sobre todo, cuando se trata de atmésferas modi-
ficadas. Si se comparan los tiempos de duplicacién de la
MT obtenidos en las experiencias en aire, tanto a 1 como
a 7°C, se comprueba que fluctuaron entre 0,2 y 0,6 dias, y
que siempre hubo crecimiento. En cambio, con las
atmosferas enriquecidas en CO,/O, las diferencias fueron
mayores.

No son muchos los trabajos que han determinado el tiempo
de duplicacion de la MT en atmdsferas modificadas. Manu-
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Tawiah et al. (1993) afirmaron que la microbiota aerobia
desarrollada en chuletas de cerdo a 4°C presentaba unos
tiempos de duplicacién, en una experiencia, de 0,8 dias
en aire y algo mas de 6 en todas las atmdsferas que
estudiaron: vacio, 20/80 CO,/N,, 40/60 CO,/N,y 40/10/50
CO,/O,/N,, mientras que en otras obtuvieron valores de 1,6
dias enaire y entre 4,6 y 4,9 dias en las otras atmésferas.
Estos datos no contradicen en absoluto los hallazgos de
este trabajo.

El estudio de las Tablas 1 y 2 muestra que los recuentos
de la MT en fase estacionaria fueron mayores en aire,
después en N,, 20/80 CO,/O, y, finalmente, menores en
40/60 CO,/O,. Es decir, conforme la atmésfera se hace
mas selectiva, menor es el nimero de microorganismos al
final de la fase exponencial de crecimiento. Este hecho
conduce, en algunos casos, a no sobrepasar el umbral de
la vida util desde el punto de vista microbiano; por ejemplo
la MT de los lotes envasados en 20/80 CO,/O, y 40/60
CO,/O, y almacenados a 1°C tienen tiempos de duplicacién
de 1,8 y 2,6, respectivamente, y sus recuentos en fase
estacionaria fueron de 10° y 1,6x10* ufc/cm?, respectiva-
mente.




Vida util

Como era de esperar, la modificaciéon de la atmdsfera
prolongé la vida Util de la carne (tiempo necesario para
alcanzar un recuento de 107 ufc/cm?), siguiendo el orden
l6gico, de menos a mas prolongada: aire, 100 % de N,,
20/80 CO,/O, y 40/60 CO,/O,. Obviamente, el efecto de
las atmdsferas modificadas, sobre todo las enriquecidas
en CO,, se potencia al reducir la temperatura de
almacenamiento, como resultado del sinergismo existen-
te entre estos dos factores, como ya apuntaron, entre otros,
Ordéfez y Ledward (1977), Enfors et al. (1979), Blickstad
y Molin (1983), Farber (1991), Marshall et al. (1991) y
Nissen et al. (1996). Este efecto sinérgico impidié, en algin
caso, alcanzar la tasa de 107 ufc/cm? tras almacenar la
carne (Tablas 1 y 2) durante aproximadamente un mes.
Esto no significa que la carne envasada en atmésferas
enriquecidas en CO, pueda almacenarse tiempos tan pro-
longados a temperaturas de refrigeracion. Téngase en
cuenta que la vida Util de un alimento no puede determinarse
sélo desde el punto de vista microbiolégico, sino también
desde el de sus propiedades sensoriales, y, en los casos
antes citados, la carne mostraba un ablandamiento
excesivo tras tan prolongados tiempos de almacenamiento,
muy posiblemente causado por enzimas endogenas de la
carne.

Es bien conocido que uno de los factores decisivos en la
vida util de un alimento es su tasa microbiana inicial. Cuanto
mas elevada, mas corta es la vida util. No obstante, hay
que considerar que més importante que la concentracion
microbiana puede ser la adaptacion de la microbiota pre-
sente a las condiciones que va a encontrar en el'alimento
y que le permitiran multiplicarse. Es obvio que la presen-
cia masiva de microorganismos muy sensibles al CO, en
una carne envasada en una atmdsfera con el 40 % de ese
gas no podra multiplicarse y tendra poca relevancia en la
vida util del producto. En cambio, una pequefa cantidad
de bacterias psicrotrofas resistentes al CO, pueden
multiplicarse activamente y provocar la alteracion del ali-
mento en un tiempo corto.

De lo expuesto aqui puede decirse que la suma de
refrigeracién y envasado en atmésferas modificadas,
ademads de impedir el crecimiento de determinados
microorganismos, prolongan las fases de latencia (a pesar
de la relativa importancia de este parametro en la practica)
y los tiempos de duplicacion de la microbiota que puede
desarrollarse en esas condiciones. Por esta razén, las
atmésferas modificadas prolongan la vida util de la carne
de pavo.

Bacterias ldcticas

Como va a comprobarse, la composicién de la microbiota
lactica fue variable. De acuerdo con esto, se observaron
diferencias entre los niveles iniciales de bacterias lacticas
en los lotes almacenados a 1 y 7°C.
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A grandes rasgos, las fases de latencia de las bacterias lacticas
aumentaron conforme la atmdsfera se hacia més selectiva.
Este efecto se comprobé mas claramente a 1 que a 7°C.

Esta microbiota no se vio afectada de una forma significativa
por las atmdsferas aqui estudiadas o, en otras palabras, las
bacterias lacticas fueron resistentes al CO,, como ya han
constatado repetidamente innumerables autores (p.e. Farber,
1991 ; Parry, 1993 ; Sgrheim et al., 1995 ; Brody, 1996).
Comparense los tiempos de duplicacién de las bacterias
lacticas desarrolladas a 7°C: 0,6 dias en aire, N,y 20/80 CO,/
0,y 1,2en 40/60 CO,/O, . Estas cifras son tan parecidas que
permiten afirmar que estas bacterias se desarrollan por igual
en todas esas atmdsferas, excepto, quizas, en la ultima.

En algunos lotes se observaron notables diferencias en los
tiempos de duplicacién de las bacterias lacticas, como enla
envasada en airey N, y mantenida a 1°C (Tabla 1). El por qué
de estas variaciones puede radicar en que, dado el escaso
desarrollo de esta microbiota en esas condiciones (Figura 1),
el método de calculo no proporciona resultados tan precisos

“como cuando existe un crecimiento mas abundante.

En resumen, puede afirmarse que las bacterias lacticas
pueden crecer en todas las atmdsferas aqui estudiadas,
con unas velocidades similares. Ademas, puede decirse
gue debido al pH elevado de la carne, crecen mejor otros
microorganismos que, posiblemente, dificultan el desarrollo
de la microbiota lactica. Cuando las bacterias lacticas
prevalecen en la carne pueden cooperar en la prolongacién
de su vida util merced a diversos mecanismos.

Microorganismos desarrollados en agar VRBG

Este medio se emplea para la enumeracion presuntiva de
Enterobacteriaceae en alimentos (Oxoid, 1996), por lo que
los datos obtenidos de los recuentos aqui efectuados se
van a considerar enterobacterias, aunque no pueda
garantizarse que todos los microorganismos que se
desarrollan en este medio lo sean. No obstante, la gran
mayoria de los microbiélogos lo usan para este fin.

Los recuentos en el dia 0 en los lotes fluctuaron entre unas
cifras cercanas a 10? ufc/cn? (Tablas 1y 2). En ninguin caso las
enterobacterias predominaron al principio de las experiencias.

La atmdsfera fue decisiva para el crecimiento de esta
microbiota. Como era de esperar, las enterobacterias
crecieron en aire sin dificultades, tanto a 1 como a 7°C,
alcanzando tasas elevadas en fase estacionaria (Tablas

1y2).

En N, también se detecté su desarrollo en las dos tempe-
raturas. De todas formas, el crecimiento de las
enterobacterias en N, fue siempre significativamente me-
nor que el detectado en aire (Tablas 1y 2). Otros autores
han detectado crecimientos abundantes de enterobacterias
en carne de vacuno (Fu et al., 1992) envasada a vacio.
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A 1°C, las atmosferas enriquecidas en CO, inhibieron cla-
ramente el desarrollo de las enterobacterias. Se detectd
su desarrollo tanto con el 20 % de CO, como con el 40,
aunque el crecimiento fue mucho mas restringido con el
porcentaje mas elevado (Tabla 1).

En cambio, a 7°C, las enterobacterias se desarrollaron con
cierta facilidad, ya que se detectd su multiplicacion tanto
en 20/80 CO,/O, como en 40/60 CO,/O,, aunque el
crecimiento siempre fue mas lento y alcanzé tasas meno-
res en fase estacionaria en esta Ultima atmdsfera (Tabla
2). Estos datos indican que las enterobacterias son
sensibles al CO,, como ya habian afirmado, entre otros,
McMullen y Stiles (1991), Fu et al. (1992) y Sawaya et al.
(1995).

De los resultados relativos a las enterobacterias cabria decir
que estos microorganismos pueden desarrollarse con cierta
facilidad en ambientes con bajas tensiones de O, (vacio,
100 % de N,) y que son muy sensibles al CO, siempre y
cuando el almacenamiento se haga a una temperatura de
refrigeracion baja.

Brochothrix thermosphacta

Dadas la composicién del medio de cultivo STAA y las
condiciones de incubacion, puede decirse que
practicamente todas las unidades formadoras de colonia
desarrolladas corresponden a la especie B. thermosphacta.
A tal efecto, Lépez-Gélvez et al. (1997) aseguran que este
medio es totalmente selectivo para esta bacteria, pero que
pueden contarse menos células de las que en realidad
existen debido al caracter inhibitorio de las sustancias (sul-
fato de estreptomicina, cicloheximida y acetato de talio)
afnadidas al medio.

Las tasas iniciales de esta bacteria fueron bastante bajas
(menos de 35 ufc/cm?),

Esta bacteria se desarrollé en todas las experiencias en
los filetes envasados en aire, tanto a 1 como a 7°C, aunque,
como era de esperar, se multiplicé mas rapidamente a la
temperatura més elevada. También crecié al envasarla en
100 % de N, con un comportamiento similar, respecto a la
temperatura de almacenamiento, al observado en aire. La
comparacién de los parametros de crecimiento en estas
dos atmoésferas permiten decir que esta bacteria se
desarrolla mejor en condiciones aerobias. Otros autores
también han observado crecimiento de esta bacteria en
pollo envasado en 100 % de N, y a vacio (Kakouri y Nychas,
1994), en carne de cerdo envasada a vacio (Gill y Harrison,
1989 ; Taylor et al., 1990) y en carne de vacuno en 100%
de N, (Nissen et al., 1996) y a vacio (Taylor et al., 1990 ;
Penney et at., 1993).

Es bien conocida la relativa resistencia de B.
thermosphacta al CO, (Rénner, 1994), pero se ha
comprobado en este trabajo que la inclusién de este gas
en la atmésfera ralentiza el crecimiento de la bacteria. De
todas formas, cuando la temperatura de almacenamiento
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fue 7°C este microorganismo se multiplicé en todas las

_experiencias aqui realizadas. Se ha comprobado que la

accion combinada del CO, y bajas temperaturas de
almacenamiento (12C) impiden el desarrollo de esta
bacteria. El efecto combinado de CO, y bajas temperatu-
ras confirma los hallazgos de Blickstad y Molin (1983) y
Gill y Harrison (1989). De esto puede deducirse que el
crecimiento de esta bacteria es posible en ausencia de
O,, pero parece necesitar este gas para crecer en presen-
cia de CO,. De todas formas, debe quedar claro que, en
este trabajo, B. thermosphacta crecié mejor en aerobiosis,
después en 100 % de N,, 20/80 CO,/O, y, finalmente, en
40/60 CO,/0O,, como puede deducirse de la comparacion
de los parametros de crecimiento de este microorganismo,
recogidos en las Tablas 1y 2.

Puede decirse por tanto, que B. thermosphactaforma par-
te practicamente siempre de la microbiota contaminante
de la carne. Esta bacteria se multiplica en presencia de 0,
incluso con cantidades pequefas (inferiores al 5 %) y puede
llegar a ser el agente causal de la alteracién de la carne.
De todas formas, el desarrollo de esta bacteria es inhibido,
aunque no impedido, por la presencia de elevados
porcentajes de CO,.

Microbiota desarrollada en agar PSD

Al igual que en los otros medios, no se identificaron los
microorganismos desarrollados en este medio de cultivo,
por lo que no puede garantizarse que todos ellos
pertenezcan al género Pseudomonas. Los recuentos en
este medio hay que interpretarlos con suma cautela. Los
autores de su formulacién (Mead y Adams, 1977) indicaron
en el titulo del trabajo original que es un medio selectivo
para el aislamiento rapido de pseudomonadaceas de car-
ne de ave alterada. Sin embargo, un estudio detallado del
articulo permite concluir que la selectividad de dicho medio
mejora la de otros, que existian en aquél entonces y, en
comparacion con ellos, evitaba el crecimiento de
Aeromonas spp. Sin embargo, en el agar PSD se
desarrollaba, con la misma facilidad que las Pseudomonas,
Shewanella putrefaciens (entonces clasificada como
Alteromonas putrefaciens), lo que, no cabe duda, es una
interferencia digna de mencién, ya que el habitat de ésta y
aquéllas es el mismo. Por otra parte, los autores del medio
concluyeron en su articulo que no es un medio totalmente
selectivo para pseudomonas, particularmente cuando la
cantidad de estos microorganismos es escasa en
comparacion con la de otros géneros; no obstante es el
medio mas adecuado para el aislamiento de pseudomonas
de alimentos en los que el nimero de pseudomonas es
presumiblemente elevado. En cualquier caso, son muchos
los autores (McMullen y Stiles, 1991 ; Kakouri y Nychas,
1994 ; Sgrheim et al., 1995 ; Nissen et al., 1996) que lo
han utilizado y utilizan como medio selectivo de recuento
de pseudomonas con incubacién a 20-25°C y recuento a
las 48-36 h.




Ante estos comentarios, sostenemos que el agar PSD no
es un medio selectivo pero si muy favorable para el
aislamiento y, probablemente, para el recuento de
pseudomonas siempre que se trabajen con muestras pro-
cedentes de habitats donde dichos microorganismos
pueden crecer activamente, es decir, en aerobiosis. Sin
embargo, no es tan eficaz si las muestras proceden de
entornos andxicos (vacio o atmésfera de 100 % de nitrégeno)
o enriquecidas en CO,,.

Al principio se desarrollaron colonias en agar PSD, que
pudieran ser pseudomonas (Figuras 1y 2). En las dos
temperaturas esta microbiota fue la dominante (Tablas 1y
2), excepto en nitrégeno y 40/60 CO,/O, a 7°C.
Légicamente, estas diferencias se deben al caracter
aleatorio de la contaminacién inicial de las muestras.

Como era de esperar, las pseudomonas se multiplicaron
activamente en las carnes envasadas aerdbicamente y
siempre formaron parte de la microbiota dominante al final
del periodo de almacenamiento, casi siempre en solitario
(Tablas 1y 2).

En la atmédsfera de nitrégeno se observé crecimiento en
todos los casos, llegando a tasas muy elevadas en fase
estacionaria (Tablas 1y 2). A pesar del caracter de aerobias
estrictas de las pseudomonas, Hood y Mead (1993) afirman
gue pueden multiplicarse en atmésferas modificadas con
bajas tensiones de O,, del orden del 1 % en la atmdsfera,
por lo que las colonias aparecidas pueden pertenecer al
género Pseudomonas o a los otros grupos microbianos
citados anteriormente, ya que la atmdsfera con 100 % de
N, puede contener una cantidad de O, residual suficiente
para soportar su desarrollo, pero no detectable con la
metodologia empleada para la medida de los gases. Ya en
1986, Gill afirmé que las pseudomonas podrian
multiplicarse en atmésferas modificadas supuestamente
anaerobias debido a la dificultad de eliminar totalmente el
O,. Otros autores también han detectado cierto desarrollo
de pseudomonas en carne de pato envasada a vacio y
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almacenada a 2°C (Barnes et al., 1979) y en carne de
pollo envasada en las mismas atmésferas y almacenada a
3°C (Kakouri y Nychas, 1994). Todos estos autores ofrecen
recuentos bastante escasos en estas atmdsferas; es decir,
las pseudomonas estan inhibidas por la reducida tension
de O,, pero aun pueden multiplicarse.

En este trabajo se aprecié el desarrollo de los
microorganismos que crecen en agar PSD en muestras
envasadas en atmosferas enriquecidas en CO,/O,, y
recuentos en fase estacionaria incluso por.encima de 107
ufc/cm? (Tabla 2). El hecho de haberse observado
crecimiento en carne de pavo (pH 6,0) induce a pensar
que el microorganismo responsable de dicho recuento fuera
Shewanella putrefaciens, ya que esta bacteria se multipli-
ca en carne refrigerada (< 4°C) con pH elevado (Hood y
Mead, 1993). Ademas, es la Unica bacteria de las
ensayadas por Mead y Adams (1977) que crecia
perfectamente, igual que las pseudomonas, en agar PSD.

En resumen, las pseudomonas, como aerobias estrictas,
se desarrollan extraordinariamente bien en aire, siendo las
responsables de la alteracién de la carne en aerobiosis,
mientras que en anaerobiosis (atmésfera de nitrégeno) o
en atmosferas enriquecidas en CO,/O, pueden detectarse
de forma ocasional.

Conclusiones
De acuerdo con los resultados obtenidos, puede concluirse que:

La vida dtil de la carne de pavo refrigerada se duplica, como
minimo, al mantenerla en atmdsferas enriquecidas en CO,.

Al aumentar el porcentaje de CO, en la atmdsfera, se pro-
longa la fase de latencia y se ralentiza la velocidad de
crecimiento microbiano en general.

Las atmdsferas enriquecidas en diéxido de carbono son
mas eficaces que la de nitrégeno y, obviamente, las fases
de latencia son més cortas y las velocidades de crecimiento
mas rapidas a 7 que a 1°C.

The objective of the present study was to evaluate the effect of modified atmospheres on refrigerated turkey breast meat
and the behavior of microorganisms responsible of its spoilage. Turkey breast was cut into ca. 1cm thick slices of 9 cm?,
introduced in Cryovac type BB4L bags, characterized by its low gas permeability, and divided in four batches. The bags
of each batch were filled with either 1.5 L of air (100%), nitrogen (100%), CO,/O, (20/80) or CO,/O, (40/60) and finally
sealed. Samples were subdivided in two batches and stored in walk-in cold rooms at 1 and 72C. Samples were taken at
different days of storage and pH and gas concentration (CO,/O,/N,) were determined. Likewise, total viable, lactic acid
bacteria, Enterobacteriaceae, Brochothrix thermosphactaand Pseudomonas were counted. Bacterial growth parameters
were assessed using Gompertz equations. As expected, modified atmosphere packaged extend the turkey shelf-life. In
nitrogen atmosphere, shelf-life increased 5 days, regardless of stored temperature. The inhibitory effect was more marked
under CO,/O, atmosphere at 1°C. Bag gas content was fairly constant until meat was spoiled, when a decrease of O, and
increase of CO, was observed. pH was constant during storage time in samples packaged in modified atmosphere. At 1
and 7°C it was also observed a progressive increase of lag phase and duplication time when samples were stored in air
(100%), nitrogen (100%), CO,/O, (20/80) or CO,/O, (40/60) respectively. It may be concluded that modified atmosphere
packaging, at both temperature assayed, inhibited spoilage microorganisms growth on turkey meat extending the shelf-
life, mainly in CO, enriched atmospheres.

Keywords: modified atmospheres; turkey meat; shelf-life.
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