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Summary

Growth of 8. thermosphacta was investigated on four types of vacuun
packed sausages in gas-proof film over a storage period of six weeks.
Survival of B. thermosphacta is a direct function of the temperature
used in the cooking stage of these meat products. Its growth during
the storage period is partly related to the number of lactic acid bacte-
ria, which exerts an inhibitory effect on the growth of- this sicroorga-
nism, and on the other hand, to the storage temperature and pH, though

indirectly.

Resumen

se bha investigado el crecimiento de B. thermosphacta en cuatro
tipos de salchichas envasadas al vacio, en peilcula impermeable a los
gases, durante un periodo de almacenamiento de seis semanas. La supervi-
vencia del B. thermosphacta estd en funcién directa de la temperatura
de coccidn a que son sometidos estos productos c4rnicos. Su crecimiento
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durante el periodo de almacenamiento estd asociado, en parte, al nimero
de bacterias &cido-lacticas, que ejercen efectos de inhibicidn del creci-
miento sobre este microorganismo, y por otra parte, aunque indirectamen-
te, a la temperatura de almacenamiento y al nivel de pH.

Introduccidn

Desde su aislamiento por Sulzbacher y Mctean {19} se ha asociado
el Brochothrix thermosphacta* (reclasificado por Sneat y Jones (18))
con la alteracién del olor de la carne y de los productes cérnicos.
Este microorganisme, segin Egan y col. (&) ejerce un papel importénte
en la alteracién rédpida de productos céarnicos envasados al vacio. FEl
crecimiento de B. thermosphacta se ve dificultado en aquellos productos
cdrnicos envasados al vacio en pelicula pléstica impermeable a los gases
(Pierson y col. {14) vy Roth y Clark {15)}. La razén de este débil creci-
miento no es debida sblo al envase 1impermeable, ya que para Sandine
y col. {17) los lactobacilos que predominan en la microflora de productos
cirnicos envasados al vaclo ejercen efectos de inhibicidn sobre otros
microorganismos. Este hecho ha sido posteriormente comprobado por Roth
y Clark (16). Para Campbell y col. (1) el control del crecimiento del
B. thermosphacta es debido a la combinacidn de dos factores: el pH de
las muestras y las caracteristicas de permeabilidad de la pelicula plés-
tica wutilizada en el envasado. Légicamente, al comprobarse el efecto
del pH sobre los recuentos de bacterias &cido-lacticas en estos productos
{15) (13} el efecto de inhibicién lo ejercerian directamente las bacte-
rias 4cido-lacticas y, més concretamente, segdn Newton y Rigg (12},
dicho fendmeno obedece a la intervencidén de un mecanismo de competicién

por el metabolismo de la glucosa entre los lactobacilos y el B. thermos-
phacta. Dentro de este grupo Collins-Thompson y Rodriquez Ldpez (2)
destacan al Lactobacillus brevis y al lactobacillus plantarum como los
microorganismos gue ejercen el mayor antagonismo frente al crecinmiente

del B. thermosphacta en condiclones de anaercblosis. En todo caso el
mecanismo de inhibicién se ejerce, segdn Lauret (9), por la competicidn
en el curso del metabolismo oxidativo del peréxido de hidrdgenc; sustan-
cia inhibidora producida por los lactobacilos.

* Microbacterium thermosphactae (Mclean y Sulzbacher, 10),
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Material y mé todos

Se han analizado 264 nmuestras de salchicas envasadas al vacio,
en pelicula plastica impermeable a los gases, pertenecientes a seis
marcas comertiales de los tipos HFrankfurth®, M"Bockwurst", "Bratwurst®
y "Munich', conseguidas el mismo dia de su fabricacién. A cada marca
comercial se le asignd una letra para mantener el anonimato. En términos
generales estos productos carnicos son sometides a una temperatura de
coccién de 802 C, durante 30 minutes, y opcionalmente se mantienen,
una vez envasados, a una temperatura de 852 C durante 10 minutos. Sélo
las marcas C y D habian sido sometidas a este tratamiento térmico, poste-
rior al envasado. '

Las muestras, una vez en el laboratorio, se han mantenide almacena-
das a las temperaturas de 22 € y 7¢ C durante un periodo de seis semanas.
Se han realizado seis controles semanales a las dos temperaturas experi-
mentadas. En cada control semanal se analizaron. de 2 a 4 smuestras y
se procedié a realizar los recuentos de bacterias d4cido-lécticas, B.
thermosphacta y los niveles de pH. -

Para el recuento de bacterias 4cido-l4cticas se ha empleado el
agar nitrito-actidiona-polimixina 8 (NAP), a pH de 5'S (Davidson (3)),
incubando las placas a 302 C durante 72 horas y con atmdsfera con un
- 10 p.100 de €0, (Gardner y Carson (7. _

Para el recuento de B. thermosphacta se ha empleado el medic de
cultivo agar-sulfato de estreptomicina, acetato de talio y actidiona
(STAA), a pH 7 (Gardner (8)), incubando las placas a 21¢ { durante
72 horas. Las colonias oxidasa-positivas son excluidas del recuento.

Para la determinacidn del pH se ha utilizado un pH-metro -proviste
de electrode combinado, obteniendo las lecturas por puncidén directa
sobre las muestras (15).

‘Resultados y discusidén

tos resultados obtenidos se expresan -en las tablas I, II, IV y
V., De las 264 muestras analizadas sélo se detectd crecimiento de B.
thermosphacta en 156, lo que representa el 59 p.100. Este porcentaje
es muy similar al aportado por otros autores (13). Las nuestras que
presentaron los recuentos més elevados corresponden a las marcas A,
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“tipo M"Bratwurst™, y B8, tipo "Munich™. £n las ruestras de las marcas
C, Dy F, tipo "Frankfurt", no se detectaron recuentos {tabla I}, Estos
resultados pueden ser debides, segin Fruin y col. (5), al efecto de las
diferentes técnicas de fabricacidén y, mis concretamente, a las temperatu-
ras y tiempo de coccidn, ya que el B. thermosphacta es un microorganisao
no resistente a un calentamiento de 632 C durante 5 minutos (10).

Tabla I. Recuentos medios de B. thermosphacta y de bacterias 4cido-l4cti-
cas, para cada marca y tipo comercial.

Temperatyra 2¢ € 7¢ 28 ¢ ¢

Marca Tipo B. thermosphacta dcido-licticas

A Bratuurst 29 x 108 616 x10° 2105 x 10° 152 x 10°
A | Frankfurt 123 x 10° 133 x 10° 19 x 10° 8011 % 10°
B Munich 119 x 10° 315 4 10° 3% 10° 1719 ¢ 10°
C Frankfurt ND ND 622 877

D Frankfurt ND ND B x 103 12 x\iGs
E Frankfurt Lx10° 2410 6215 x 100 139155 10°
F Frankfurt ND ND 518 x 100 22 x 100
F Bockwurst b ox 103 9 x 103 19 x iOG 10674y 106
F Bratuurst 18 x 10° 15 x 10° 2617 x 10° 187115 10°
X TOTAL 45 x 10° 92195 10° 1713 x 10° 7813 x 10°

D = No se detectd crecimiento.

De la marca F, que se presentd en tres tipos diferentes, no se
detectd crecimiento en el tipo "Frankfurt" y si, en cambio, en las mues-
tras de los tipos "Bockwurst™ y M"Bratwurst" de la misma marca. La dife-
rencia entre los tres tipos estriba fundamentalmente en el grosor de
las salchichas. Las de menor didmetro son las de tipo "Frankfurt". De
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estas observaciones deducimos que ain procediendo los tres tipos de
la misma fabricacién, sometidos al mismo tratamiento (temperatura y
tiempo de coccién), el recuento de B. thermosphacta estd influenciado
por el binomio temperatura/tiempo empleado en la fabricacién, en relacién
con el didmetro de la salchicha. ' '

Los recuentos obtenidos de B. thermosphacta para las muestras mante-
nidas a 22 C durante el periodo de almacenamientoc experimentade oscilaron
entre 0 y 11'6 «x 10%. La media obtenida fue de 45 x 16* colonias por
gramo. Para las muestras mantenidas a 7¢ C los recuentos oscilaron entre
0 y 28'1 x 106, v la media es de 92'9 x 10 4 colonias por gramo (tabla
I1).

2

Tabla II. Recuentos de Brochothrix thermosphacta durante el periodo
de almacenamiento.

Temperatura 2¢ C 72 ¢
Semanas Rango Media Rango Media
3 3 3
1 0-22 x 10 19 x 10 - 0-860 x 103 66 x 10
5 3 ) 3
2 0-6 x 10 48 x 10 0-6 x 10 494 x 10
6 3 6 b
3 0-3'8 x 10 597 x 10 0-i16 x 10 2'3 % 10
6 3
4 0-6'1 x 10 901 x 10 G-28'1 x EOG 2,5 X 106
6 6 6 4 ~
5 G-11'6 x 10 ' x 10 0-11'8 x 10 15 x 10
5 3 b
6 0-3 x 10 43 x 10 0-33 x 10 32 «x 103
- f 8 3
X 0-1116 x 10 45 x IUQ 0-26'1 x 10 925 x 10

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
entre los recuentos de B. thermosphacta a 22 C y a 72 C {t = 1.398)
(tabla III).
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Tabla III. Valores de la prueba t para los resultados obtenidos a 20C

y 7¢ C.
Bacterias Brochothrix '
dcido-lécticas ~ thermosphacta b
£ 3.88 %% 1.398 NS 3.006%*
NS no significativo (p>0105)
** significativo 89 p.100 (p<0101)
*xk significativo 99 '9 p.100 (p<0'001)

La temperatura de almacenamiento tiene gran influencia en el recuen-
to de bacterias 4cido-lécticas, ya que hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre los recuentos a 28 y a 79 (C,
con t = 3.883%%* (tabla III). Las muestras mantenidas,a 22 C (tabla
V) alcanzarog recuentos comprendidos entre 0 y 170, x 10, con una media
de 17'3 x 10 colonias por gramo, aéentras gue las muestras @angenidas
a 72 C alcanzaron entre O y 8'1 x 10, con una media de 78'3 x 10 colo-
nias por gramo.

Tabla IV. Recuentos de bacterias &cido-lacticas durante el perfodo de

almacenamients.
Temperatura 22 ¢ 70 C
Semanas Rango Media Rango Media
3 3

1 0-25 «x 1{34 4300 3 0-18 «x 105 4300 3
2 0-11 x 10 23 x 303 0-2'3 x 105 258 x 106
3 0-3 x 10° 603 x 10, 0-115 x 10, 10'7 x 10
& 300-261'8 x ng '8 x 105 200-310 «x 106 4316 x 102
§ 1200-115 x 105 2215 x 106 1500-320 x 10 12718 x 106
6  1900-190 x 10 7415 x 10 2000-810 x 105 240 x 10
- 8
X 0-119 x 10 1713 x 10° 0-8'1 x 10° 7813 « 10°
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los valores de pH de las muestras analizadas estuvieron entre 4'58
y 6'59 (media= 6'01) {tabla V). Este amplio margen es similar al obtenido
por otros autores (8) {13). Se han encontrado diferencias estadisticamen-
te significativas entre los valores de pH obtenides para las muestras
mantenidas a 2¢ C y 72 C, con un valor de t= 3.006%* {tabla III).

Tabla V. Valores de pH durante el periodo de almacenamiento.

Temperatura 2¢ C 70

Senanas Range Media Rango Media
1 6127-6'59 6135 6729-6159 6'35
2 6114-6152 6126 6'13-6135 6122
3 5190-6'40 6116 5180-6127 5105
4 5172-6'28 6106 5'44-6122 5'88
5 : 5152-6123 5162 5'13-6'21 5'68
6 - 4190-6117 5171 4£158-6'18 5'48
X £190-6159 6'06 4£158-6'59 5141

Fl crecimiento de B. thermosphacta, de las bacterias &cido-lécticas,
y la evolucién del pH lo hemos representado gréficamente en la figura
1, tanto a 22 € como a 72 . Para las muestras mantenidas a 22 C los
recuentos iniciales experimentan vun aumento gradual en su nimerc hasta
un tiempo de almacenamiente de cinco semanas, en que alcanzan los niveles
mis elevados: del orden de 1"l x 108 colonias por gramo. Estos recuentos
declinan hasta 43.000 colonias por gramo a las seis semanas de almacena-
miento (tabla II). Llos recuentos iniciales de bacterias Adcide-lécticas
experimentan un aumento progresivo durante el periodo de almacenamiento
y alcanzan 3 las seis semanas los recuentos mds elevados, del orden
de 74'5 x 10° colonias por gramo (tabla IV).

Para las muestras mantenidas a 7% € los recuentos iniciales de
B. thermosphacta experimentan este aumento gradual hasta las cuatro
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semanas de almacenamiento, en que alcanzan los recuentos mads elevados,
del orden de 215 x 109 colonias por gramo. Estos recuentos declinan
hasta 32.000 colonias por gramo a las seis semanas de almacenamiento
(tabla II). Para estas muestras los recuentos iniciales de bacterias
dcido-lacticas experimentan un aumento progresivo, més acusado durante
el perfodo de almacenamiento y alcanzan, a las seis semanas, recuentos
medios de 240 x 10° colonias por gramo (tabla IV).
La evolucién de los niveles iniciales de pH es de tipo descendente

y alcanzan,+ a las seis semanas, los niveles nds bajos. En la primera
semana de almacenamiento se obtuvo un nivel medio de pH de 6'35, y a
‘las seis semanas descendié a -5'71 en las nuestras mantenidas a 29 C;
'y a 5'48, en las muestras a 70 C (tabla V). De acuerdo con Roth y Clark
{15) el descenso de los valores iniciales de pH es consecuencia de la
proliferacién de bacterias &cido-lécticas, ya que hemos encontrado corre-
laciones altamente significativas (r=-0.767%%*) (tabla VI). Correlaciones
negativas similares a éstas son las obtenidas por otros autores (i3).

Tabla VI. Coeficientes de‘cerrelacién.

bacterias Brochothrix
adcido-lacticas thermosphacta
pH -0.767%%% 0.012 NS
b. Acido-lécticas $.097 NS
b. dcido-licticas/pH 0.166%
NS no significativo (p= 0105]
¥  significativo 95 p.100 (p< 0'05)
*¥% significativo 99'9 p.100 (p< 01001)

Para Campbell y col. (1) la inhibicién del crecimiento de B. ther-
mosphacta es debida a la combinacidn de dos factores: el pH y las carac-
teristicas de permeabilidad de la pelicula pléstica utilizada en el
envasado. En nuestra investigacién esta inhibicién del crecimiento,

_8-




Archives de zootecnia, vel. 33, nim. 125, 1984, p.85.
ZURERA: CRECIMIENTO DE BROCHOGTHRIX THERMOSPHACTA EN SALCHICHAS,

en las muestras mantenidas a 22 C, se observé a las seis semanas de
almacenamiento y el valor medio de pH se cifrdé en 5'71. En las muestras.
mantenidas a 72 C se observé este descenso de los recuentos a las cinco
semanas, con valores medios de pH de 5,68, Aunque coincidimos con las
aportaciones de Campbell y col. (1) en cuanto a la posible incidencia
de ciertos valores de pH sobre el crecimiento de B. thermosphacta, no
hemos encontrado correlaciones estadisticamente significativas entre
ellos. Correlaciones similares son las obtenidas por Paradis y Stiles
(13}.

Newton y Rigg (12) sefalan que este fendmenc de inhibicidn del
crecimiento del B. thermosphacta podria ser debido a la competicién
por metabolizar la glucosa entre este microorganismo y les lactobacilos.
Semejantes cobservaciones son las aportadas por otros autores {16, 11,
2). En la presente investigacidn no hemos observado correlaciones esta—
disticamente significativas entre los recuentos de B. thermosphacta
y los de bacterias 4cido-lécticas {tabla VI). Esta falta de correlacidn
fue también observada por Paradis y Stiles (13). Sin embargo, henos
encontrado una correlacidén méltiple entre los recuentos de B. thermos-
phacta y la combinacién de recuentos de bacterias dcido-lacticas y valo-
res de pH, con un valor de r= 0.1686* (tabla VI).

De nuestros resultados y observaciones concluimos que la superviven-
cia del B. thermosphacta estd en funcién de la temperatura de coccién
a que son sometidos estos productos carnicos. El crecimiento en anaero—
blosis durante el periode de almacenamiento ests asociade a un recuento
de bacterias 4cido~licticas superior a 2'2 x 10 7 colonias por gramo,
que ejercen efectos de inhibicién del crecimiento del B. thermosphacta,
conjuntamente con un valor de pH 5'90.
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Figura 1. Evolucién del pH y de los recuentos de B. thermosphacta y
bacterias Acido-licticas durante el almacenamiento a 29 C

y 7¢ C. B. thermosphacta a 22 C; &cido-lécticas a 22 (; pH
a 2¢ C; B. thermosphacta a 79 (; é&cido-lacticas a 72 (; pH
a 79 C.
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