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1. RESUM

En els dltims anys, ha augmentat la preocupacita dgnt per consumir aliments segurs i
sans. Aquesta preocupacié s’ha traduit en qué aisumidors cada cop busquen més
productes amb el minim, o inclis sense additiu® pmnservant les caracteristiques
organoleptiques i de vida util dels productes dquensporten. En consequéncia, les industries
alimentaries estan invertint en la recerca de neuistancies que permetin crear aliments
segurs mantenint les caracteristiques organoleggtiduna d’aquestes noves substancies son

els bioconservants o bacteriocines (BC).

En el seglent estudi, es va avaluar I'efecte bisexmant de varies bacteries acid-lacties
(BAL) aplicades en hamburgueses mixtes de carredella i porc. Per dur-ho a terme, es van
realitzar proves de color i microbiologiques en bamgueses inoculades amb BAL sospitoses
de produir BC. D’aquestes se’n va escollir la qgrea uns efectes meés similars al patré (amb
sulfits) per aplicar-la en hamburgueses inoculaaels microorganismes patogens productors
de toxiinfeccions alimentaries -unes afbcherichia colil0526 CECT, unes altres amb

Salmonella entericaubespécientericaserovar Typhimurium 722 CECT i per Ultim unes

amb Listeria innocua4030 CECT- i es va observar el seu creixementapaluar 'efecte

conservador de la BAL.

Per les mostres analitzades, no s’observen dife®rentre les mostres blanc, patré o les
inoculades amb BAL que ens indiquin que poden tefieicte BC. Aquests resultats es poden
explicar perque només es va poder realitzar uniecaege cada prova o perque les BAL no

van tenir les condicions optimes per a creixer.



2. INTRODUCCIO

Segons dades presentades per la Organitzacié Muledia Salut (OMS) pel Dia mundial de
salut del 2015, anualment moren 351 000 personesed mén degut a malalties entériques
provocades per intoxicacions alimentaries. D’agsesmorts, destaquen com a agents
causantSalmonella TyphiEscherichia colenteropatogénica i virus del genérerovirus La
directora general de la OMS Margaret Chan explioa: §la produccié d'aliments s'ha
industrialitzat i el seu comerg i distribucié stjabalitzat.” (...)”Aquests canvis introdueixen
noves oportunitats perque els aliments es contanaimb bactéries nocives, virus, parasits o
substancies quimiquégAnonim, 2015)

Segons Garciat al. (2010) dins de la Unié Europea destaguen com atageatogens
bacteries dels gener€ampylobacterSalmonella Listeria.

A meés del problema sanitari, els aliments no insotambé plantegen importants costos
economics, sobretot en un mon globalitzat com streoEs I'exemple del brot provocat per
E. coli 'any 2011 a Alemanya que, segons els informes @&stats Units, va causar 1.3
bilions de dolars en perdues per als agricultdes iindUstries, i 236 milions de dolars en

pagaments d’ajuda d'emergéncia als 22 estats memérda Unié Europe@Anonim, 2015)

Aquests fets s6n un exemple de per qué ha augmiéntatés en buscar métodes que

assegurin la innocuitat dels aliments.

2.1. Caracteristiques dels preparats carnis
Tal i com explica Hugas (1998), per les seves ptaps fisicoquimiques -alta,apH al
voltant de 5.5i gran varietat de nutrients-, la carn és moltsg#a a les alteracions
microbiologiques.Per aixd0 és un dels productes que sol estar insailen intoxicacions

alimentaries; especialment, els preparats de ¢eadg com les hamburgueses o les salsitxes.

En general, en peces senceres de carn (com unligmayt externa és la que esta exposada a
la contaminaci6 pero el seu interior no conté biegeEn canvi, en els preparats carnis on es

pica la carn els microorganismes externs es barrag® tota la massa carnia, contaminant
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tota la carn. A més, s’ha de tenir en compte qudgreun preparat carni la carn es manipula
més que una porcié de carn fresca i una major mktid porta a un augment del risc de
contaminacio. A nivell microbiologic, aquesta caniaacio pot ser de dos tipus: alterant o

patogena.

La contaminacio alterant sol venir donada per bast@cid-lacties (BAL) que formen part de
la microflora de la carn i, tot i no ser patogerssp el temps provoquen I'aparicio de Illim a
la superficie del producte aixi com olors i salestsanys, principalment deguts a la produccié
d’acid lactic. Segons la definicié de Ramiedzal. (2011), les BAL sén cocs o bacils Gram
positives, generalment mesofiles - encara queh@hjue poden créixer a 5 °C i d’altres a 45
°C (Mora i Garcia, 2007)-, no esporulades, aer@nte 0 microaerofiles, que produeixen
acid lactic com a unic o principal producte dedarfentacié de carbohidrats i poden viure
amb un pH d’entre 3.2 i 9.6. Aquestes caracterisides permeten créixer en aliments tan
variats com la llet, cereals o la carn. Els génemgs representatius de les BAL son:

Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus, Stogpiccus i Leuconostoc

Per contra, la contaminacié amb patdogens sol sginada per microorganismes mesofils
patogens comSalmonella spp., E. coli enterohemorrdgica (O 157:H7) \isteria
monocytogeng®ntre altres; provocant les anomenades toxirdasalimentaries (TIA) a qui
ingereix l'aliment contaminat (Vazqueet al., 2009). ElI gran inconvenient d’aquestes
contaminacions €s que, tot i estar contaminafjr&ht pot presentar una aparenca normal i
contenir suficient patogen o la toxina d’aquest cper provocar simptomatologia al

consumidor.

2.2.Conservadors més estesos: els sulfits
Fins ara, per evitar el creixement de bacteris En peeparats carnis s’han utilitzat
conservadors, principalment els sulfits. Els ssilhgloben un conjunt d’additius autoritzats
per la Unié Europea -com el sulfit sodic (E-2218lanetabisulfit potasic (E-224)- amb accio
inhibitoria sobre els microorganismes i efecte aitiant. Per tant, els sulfits eviten la

proliferacio dels microorganismes i I'enfosquiméets productes on els introduim.



Tot | que aquests additius s’han usat des de fésmaalys i en productes tan diferents com el
vi, els preparats carnis o les galetes tenen icesivenients a tenir en compte. Hi ha una part
de la poblacido que és sensible als sulfits, provblos reaccions asmatiques o urticaries,
entre d’altres. A més, els sulfits reaccionen ambvitamina B1l, descomponent-la i, en

conseguéncia reduint el seu contingut en els alsngune la contenen -com en el cas de la
carn- (Avila, 2011).

2.3. Millores en la conservacio6: els bioconservants

Com remarquen Hugas (1998), Deegaial. (2006) i Beristain-Bouza (2012) actualment, els
consumidors es preocupen molt més d’allo que mengem aixo0 busquen productes més
segurs i estables amb una major vida Util peroeseosservadors quimics (és a dir d’etiqueta
verda) Degut a aquest rebuig creixent dels additius per ¢eels consumidors i als efectes
adversos que poden provocar a una part de la popsaestan buscant alternatives a I'ts dels
sulfits pero que donin la mateixa seguretat quefedht a patogens.

Alguns exemples s6n nous métodes d’envasat (enasins), nous tractaments (ultra alta
pressid hidrostatica) i noves substancies (bioauagés). Nosaltres ens centrarem en aguests

ultims.

Els bioconservants o bacteriocines (BC) es podersiderar conservadors naturals que
complirien els requeriments dits anteriorment -séturals i segures, ja que s’assumeix que
son degradades per les proteases del tracte gaésstoial (Lucke, 2000; Fangio i Fritz,
2014)-. Varis autors (Clevelamd al.,2001; Galvezt al.; 2007;Mora i Garcia, 2007; Garcia
et al., 2010; i Grandeet al., 2011) coincideixen a definir les BC com a péptidgroteines
sintetitzades als ribosomes d’algunes BAL, ambvdati antimicrobiana i termostables
(algunes aguanten tractaments de 121 °C, 15 mirktltspu mecanisme d’accié no provoca
resisténcies creuades amb antibiotics i tampocogen efectes a qui les ingereix (son
reconegudes com a substancies GRAS -Beristain-Baizaal, 2012-). Aquestes
caracteristiques les poden fer utils en la indaistiimentaria per ajudar a reduir I'addicio de
conservadors quimics i la intensitat dels tractamé&rmics; per tant, es poden aplicar per
fabricar aliments que es conservin de forma natflaratiqueta verda) i amb unes propietats

organoleptiques i nutricionals més bones.



S’ha estudiat molt I'aplicacié de bioconservantspeoductes carnis cuits com el pernil dolg

pero hi ha pocs estudis de la seva aplicacio grapaies carnis. Una de les explicacions és que
en productes cuits 'efectivitat dels bioconsersagg més elevada ja que el tractament termic
que s’aplica elimina gran part de la flora presgrgrmet que els bioconservants actuin meés

eficagment.

A dia d’avui, només es comercialitzen i son aptes (s alimentari dues bacteriocines: la
nisina (Nisaplin™; product description-PD45003-7EN; Danisco, Copgeha Denmark ),
produida perLactoccocus lactis la pediocina PA-1 (ALTAY 2431; Kerry Bioscience,
Carrigaline, Co. Cork, Ireland), produida gediococcus acidilacticjDeeganret al, 2006).
Aquesta ultima, la pediocina, té un Us limitat dments ja que la Food and Drug
Administration (FDA) encara no li ha atorgat 'eastaGRAS (Beristain-Bauzzt al, 2012).

2.4. Altres estudis: Sinergies
Degut a la complexitat dels aliments, és molt dificevenir el creixement de patdgens només
aplicant una BC. Per aix0 una altra via d’'investiaés I's combinat de BC amb altres
substancies amb efecte antimicrobia, com els dgereials 0 extractes vegetals (Rai i
Chikindas, 2011; Zhoet al, 2010) o amb tractaments com la ultra alta pressefs polsos
electrics (Grandet al, 2011).
N'és un exemple l'estudi realitzat per Rodriguetz al. (2005) on s’estudia l'efecte
antimicrobia dels tractaments d’alta pressié cobtraoli O157:H7 en formatge combinats
amb l'addicié de BAL productores de bacteriocire&s.aquest cas, s'observa un augment de

la inhibicio dE. coliquan es combinen els dos tractaments.

2.5. Objectiu
En aquest estudi es van fer assajos amb varieesag@uBAL per observar si podien tenir
utilitat com a bioconservant en hamburgueses moegsorc i vedella. Es va observar si
tenen algun efecte vers tres de les bactéries mzuda TIA:Listeria monocytogenek. colii

Salmonellaspp.



3. MATERIALS | METODES

Per fer l'estudi es van realitzar dos tipus d'assajl primer es van avaluar varies bactéries
sospitoses de tenir efecte bioconservant en hambéseg mixtes de carn de vedella i porc a fi
de seleccionar aquelles que tinguessin un efetiiéasia la mostra patré (hamburgueses amb
sulfits), i al segon es va avaluar lI'efecte bioeovent de les bacteries seleccionades en

hamburgueses contaminades dmigoli, Salmonella Listeria.

Per tots dos assajos, el dia 0 es van fer les h@gwbses que es necessitarien per les
determinacions a dies 0, 2, 7 i 9 de cada tractaragaluat -blanc (B), patro (P) i

bioconservant/s-. Els pesos i proporcions indicale®ntinuacié es corresponen amb les
utilitzades per fer I'estudi d’'una réplica d'un sattament des del dia 0 al 9 i s'especificaran,
en cas necessari, les variacions en els altres@amnaats. Per motius logistics (espai a les

estufes, disponibilitat de material i temps), nomgya realitzar una réplica de cada prova.

3.1. Preparaci6 de les hamburgueses

Tot el procés es va realitzar a la planta piloPdeparados Aditivos y Materias Primas, S.A.;
“PAYMSA” (St. Quirze del Vallés, Espanya).

Les hamburgueses B es van fer amb carn del pravéddutidos Subirats S.A, (Sta.
Perpétua de Mogoda, Espanya) en la proporcié segdié¥ de carn magra congelada de
vedella, 40% de carn magra congelada de porc id®@anxeta congelada de porc. A part de
la carn, les hamburgueses també contenien un 7&igud potable de l'aixeta i un 2.5% del
preparat d’additius seguient: 68% de sal, 12% deakx 6% de dextrina, 4% de citrat sodic,
4% de pebre negre en pols, 4% d’aroma de pebre bl&% d’ascorbat sodic; tots ells

subministrats també per Paymsa.

Un cop pesada, la carn es va posar dins d'un lmicabones, en mode descongelacié, durant
10 minuts perqué perdés la fermesa pero sensearagilllescongelar-se totalment. Es van
tallar a trossos d'uns 5 cm i es van introduir pitadora (Mainca PM-98), amb placa de 5

mm, de manera que es barregessin trossos delss3dgpcarn. La carn sortia de la picadora al
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mateix bol que s’havia utilitzat per descongelazden. Sobre aquesta carn picada es va afegir
la mescla d'additius previament dissolta a l'aigiata la massa de carn picada, additius i
aigua es va amassar manualment, amb guants pentengnar la mostra, aixecant de tant en

tant la massa i llancant-la contra el bol per ajadimcorporar millor els additius.

Amb aquesta formulacid6 es van obtenir 300 g de @amad$hamburguesa de la
mostra corresponent al blanc, que van servir pepgsar 3 hamburgueses de 90 g amb
I'ajuda un formador d’hamburgueses manual (La RiessRigamonti Hamburguer Press) i
dos plastics de cel-lofana de la casa Troquembr,(Baterna, Espanya), un a cada cara de
I’lhamburguesa. Un cop formades les 3 hamburguésd®lles es va tallar per la meitat per
obtenir 4 porcions (2 meitats i dues hamburgueseseses). Cada part es va col-locar a un
plat de plastic diferent, cadascun marcat ambugisenos 0, 2, 7 i 9 (corresponents als dies de
les determinacions); es va tapar amb plastic files iva introduir a la cambra frigorifica
reguladaa 4 + 1 °C.

Per fer la mostra P, es va seguir el mateix procedi afegint a I'anterior formulacio

d’additius 0.3 g de sulfit sodic (Paymsa).

Per ultim, per preparar les hamburgueses inoculadds BC es va tenir en compte la
concentracié que indicava el fabricant 1 QUFC/g de bioconservant liofilitzat) i la
concentraci6 final que es volia obtenir a I'hnamluesp (per a cada possible bioconservant es
van provar les concentracions d€, 1Y, 10° i 10°). Aixi doncs, per obtenir una concentracié
final de 1§ UFC/100 g d’hamburguesa es van afegir 3 g deldniservant en la soluci6
d’aigua i additius per afegir-los als 300 g de cpicada. D’aguesta manera es va fer una
dilucié 1:100. Per obtenir una concentracio finalll UFC préviament es va preparar una
dilucié 1:100 del bioconservant amb aigua de I'@ix&s van afegir 3 g d’aquesta solucio6 a la
mescla d’additius i després es va afegir I'aigustam fins arribar al 7.5% d’aigua afegida.

D’aquesta manera es va mantenir la quantitat céaigciosa.

3.2. Selecci6 de bacteries bioconservants

L’empresa Biopolis S.L (Paterna, Espanya) va failB bioconservants diferents: BPL7

(Lactobacillus plantarurp BPL8 (actobacillus rhamnosys BPL9 (actobacillus



plantarun), BPL22 (actobacillus pentosys BPL24 (actobacillus casg¢j BPL34
(Lactobacillus fermentujp BPL37 (actobacillus rhamnosys BPL49 (actobacillus
plantarunj.

Per limitaci6 d’'espai i de temps, es va fer unanpra tria dels microorganismes que
s’estudiarien: es van preparar hamburgueses imbesiia diferents concentracions i es van fer
proves de color visualment i utilitzant un colortree(Chroma Meter, Konika Minolta,

Madrid, Espanya), comparant I'evolucio del colorlde hamburgueses inoculades amb el
patré des de dia O fins a I'11. Es van fer lectunad el colorimetre els dies 2 i 4, i el dia 11
es va fer una valoracio visual. Aquells microorgams que permetessin mantenir un color

més similar al patro serien els que es provarien.

3.2.1. Analisis microbiologics
Es van fer recomptes d’aerobis mesofils (PCA; @dtd, 37 °C, 48 h), recompte
d’enterobacteries en placa de VRBG (Laboratoriondap 37 °C, 48 h) , nombre més
probable per gram (NMP/g) de coliforms totals idlecen tubs de BGBL (Laboratorios
Conda; 37 °C, 48 h per coliforms fecals i 45 °Ch D&ls fecals), presencia/ absénci@.d’
coli en medi Eosina blau de metile segons Levine (@efll, 45 °C, 24h) i preséncia /
abséencia d&almonellaspp. en 25 g d’hamburguesa, segons protocol imi@mmero PR: 101

de Paymsa. Aquestes determinacions es van fer@g gj&/ i 9 pels diferents tractaments.

3.3. Inoculacio6 de patogens
Tot el procediment de preparacio dels inoculs, ufa6 a les hamburgueses i les analisis
posteriors van ser realitzades al laboratori des@&jaretat de Nivell 3 del Departament de

Tecnologia dels Aliments de la Facultat de Veteiande la UAB.

Es va decidir inoculdcisteria, E. colii Salmonellaa les hamburgueses a partir de cultius purs
de les seguents soquesisteria innocua 4030 CECT,Escherichia coli10526 CECT,
Salmonella entericaubespécientericaserovar Typhimurium 722 CECT; sembrats en tub
inclinat i emmagatzemats en refrigeracio. Per aevMids, amb una nansa de punta rodona es
va agafar una petita part de cada cultiu i es ssottire en medi TSB (Tryptic soy broth). Es
va preparar un tub per cada microorganisme i esntesduir a una estufa a 37 °C. Al cap de
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24 h d’incubacié es va traspassar 1 ml de cada ®Ritubs de TSB esteril per fer una segona
incubacié de 24 h per a que els tres patogensuessin en fase estacionaria a I’hora de ser
inoculats a les hamburgueses. En aquest punt,.ercd la terbolesa, es va estimar que la

concentracié de patogen a cada tub era de 10

Es van inocular les hamburgueses amb una concéntegwoximada de FPOUFC/g
hamburguesa. D’aquesta manera es podria obsergbpaiogen es veia afectat (s’observaria
disminucié de la concentracid) o, per contra, ntaws inhibit i podia créixer sense cap
inconvenient (la concentracié augmentaria). Pet; @s1van haver de fer dilucions dels tubs
de cultius purs fins a obtenir una concentraci@@esabent que quan s'inoculessin a la massa
d’hamburguesa hi hauria una altra dilucié de duesis logaritmiques (ja que es va seguir el
mateix procediment que l'usat per inocular els tiservants: 3 g de solucié amb I'inocul en

300 g de massa per hamburguesa).

Per fer les inoculacions es van preparar 3 massesper cada tractament: blanc, patré i
bioconservant BPL22. Cadascuna d’elles es va dieid4 porcions de 300 g corresponents a
hamburgueses sense inocular amhknnocua hamburgueses anib. coli, i hamburgueses
ambS. Typhimurium

Un cop les masses de les hamburgueses dels 3metsavan ser inoculades amb els 3
patogens, es van formar les hamburgueses tal dmaregplicat anteriorment, es van distribuir

en plats de plastic coberts amb plastic i es vama&gatzemar a 4 + 2 °C.

3.3.1. Determinacions en les hamburgueses inoculades amatpgens
En les hamburgueses que no havien estat inoculkaks patdogens es van realitzar les
mateixes determinacions microbiologiques que amteent.

Quant a les hamburgueses inoculades, es vanaitifitedis cromogenics per tal de poder fer
recompte de les unitats formadores de coloniesepte&smedi Aloa (Biomerieux, Madrid,
Espanya) per al recompte deinnocua onListeria creix en forma de colonies verdes degut a
la seva activitap-glucosidasa; peBalmonella es va utilitzar el medi ChromID Salmonella
Agar (Biomerieux) orSalmonellacreix en forma de colonies liloses degut a la setvitat

esterasa;. peE. coli es va utilitzar el medi ChromID Coli (Biomerieugue presenta un



substrat cromogen que reacciona davant I'actiitgtucoronidasa dé&. coli fent que les
colonies apareguin de color lilos (figura 01).

Per fer les determinacions, a dia O es va fer ut bi@ dilucions amb aigua de peptona. Un
cop obtingudes, es va procedir a sembrar per dumid ml de la dilucié Ida cada placa

tenint en compte el patogen inoculat. Es van incdb@ant 24 h a 37 °C, a excepcid a les
plagues d’Aloa que es van incubar 48 h. Pels segidies es va realitzar el mateix
procediment adaptant el nombre de dilucions delcbd@ dilucions segons els resultats

obtinguts a la prova anterior.
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4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1.Proves de color

En general, a mesura que van anar passant eltediégemburgueses van anar canviant de
color: primer es van anar enfosquint i desprésnaa apareixent llim a la superficie. Aquest
canvi d'aparenca també és descrit per Vazaied. (2009), que observa que a mesura que
passa al temps disminueix I'acceptabilitat degstcanvis en I'aparenca, color i aroma que
succeeixen. Agquests fets també els corrobora Géadveal, 2008 afirmant que les BA
representen la majoria de bactéries alterants,opemt defectes com l'acidificacid, males
olors, descoloracio, producci6 de gas i llim aotincuna disminucié del pH.

Dels 8 BC avaluats (taula 01) es va observar qhe mvia 4 (BPL22, BPL34, BPL37,
BPL49) on I'enfosquiment de la carn era inferidaaesta i, per tant, s’assemblaven més al
patré. D’altra banda, es va observar que les hagmleses que s’havien inoculat amb una
concentracié de TQJFC/g eren les que presentaven menys preséndiandeenfosquiment.
Per tant, es va deduir que aguesta concentraciguécéent per limitar el creixement d’altres
microorganismes (patogens i/o alterants) pero mo aiéa com per provocar alteracions

organoleptiques (llim i olors acides).

Tal i com es pot observar a la figura 02, a dia 29 veia una clara diferéncia de color entre
les hamburgueses B, P i la que contenia BC. Degliacaio antioxidant dels sulfits,
I’'hamburguesa P havia mantingut el color vermdkms mentre que les altres dues s’havien
enfosquit. A dia 11 totes 3 hamburgueses s’havien enfosqug’observava Ilim a

I’'hamburguesa inoculada amb BC (figura 03).

11



4.2. Seleccio de bacteries bioconservants: analisis mobiologics
Per fer les proves microbiologiques es van ava&lar4 bioconservants amb els millors
resultats a la prova de color: BPL22, BPL34, BPLEB71.49.

4.2.1. Resultats del recompte d’aerobis mesofils

Tal i com s’observa a la taula 02, els valors ai&cid’aerobis mesofils en la mostra B i la P
van ser de 10i 2.3x10 UFC/g. Aquests valors estan al llindar dels valpesmesos pel
Reglament relatiu als criteris microbioldgics (Aiin2005) que com a maxim permet 5%10
UFCl/g, i ens indiquen que les superficies on sjiraauit no estaven suficientment netes, que
les carns han estat massa temps a temperaturesletes que la carrega microbiana de les
carns ja era elevada quan les va servir el proveldiza altra explicacié d’aquesta carrega
inicial elevada és una possible contaminaciéo dufatdboracio, ja que la planta pilot de
Paymsa no estava a temperatura controlada i atjusra’estaven produint les hamburgueses

s’estaven elaborant altres productes.

Quant a les hamburgueses amb bioconservants, s/abgee, del dia 0 al 9, els valors
d’aerobis mesofils es trobaven entre una i tretatmlogaritmiques per sobre dels valors que
presenten les mostres B i P. Contrariament a agjuestiltats, trobem I'estudi realitzat per
Fangio i Fritz (2014), on ruixen carn bovina amb extracte de BC produit p&acillus
cereusP9, i observen que els recomptes d’aerobis mesafidia 6 sén inferiors en la carn
ruixada que en la control (no ruixada amb BC). Ediraque la substancia BC utilitzada
presentava cert efecte inhibitori a dia 6. Totxbaial final de I'experiment (a dia 12) no es

van observar diferencies significatives entre lestnes tractades i les control.

Per tant, pel que fa a recompte d’aerobis mesadilpot dir que les mostres B i P (entre elles

no hi ha diferéncies) tenen recomptes inferioesamostres inoculades.

4.2.2. Resultats del recompte d’enterobactéries
En les mostres B i les inoculades amb BPL34 i BPIli7va haver un creixement
d’enterobactéries similar ja que en els tres casd&@ 9 hi havia més de 3X10FC/g de
mostra (veure taula 03). En el cas de B i BPL3p@ag8a del mateix valor d’enterobactéries a
dia O i en el cas de BPL34 els valors dels die @an ser incongruents ja que van ser molt

inferiors a totes les altres mostres analitzades.
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Quant a la mostra patrd, també va presentar un entgmke colonies d’enterobactéries del dia
0 al 9, tot i que aquest increment es va quedauniat logaritmica per sota de les mostres B,
BPL34 i BPL37.

Finalment, la mostra inoculada amb BPL22 va semua va presentar més quantitat
d’enterobactéries ja que a dia 0 ja tenia recom@tes unitats logaritmiques més que les
mostres B, P, BPL37 i BPL49. El mateix va passdiaa9 que, mentre les altres mostres
presentaven recomptes entre’ 110 * UFC/g, la que contenia BPL22 tenia valors dé 10
UFC/g.

Per tant, quant al control del creixement d’entaobéries no trobem que hi hagi cap BAL de

les avaluades que s’assembli a la mostra patro.

4.2.3. Resultats del recompte de coliforms totals i fecals
Abans de tot cal dir que aquests recomptes esrvaefanetode del Nombre Més Probable
(NMP) en tres tubs. Aquest metode té la limitaci@ gl valor maxim que pot detectar és
>2.4x1G NMP/g. Aixd vol dir que les mostres que van présewalors superiors a 10

UFC/g van obtenir el mateix NMP/qg.

Com es pot observar a la taula 04 els resultat®liferms totals no son fiables degut que les
mostres B i P van presentar incongruencies detagswjue fan que no els puguem comparar
amb la resta. A meés, també es veu com a dia &letsactaments excepte el B i BPL49 van
presentar el valor maxim que el metode permetia.

En el cas del B, els valors que es van obtenidndigbles ja que no té sentit que en dos dies
la quantitat de coliforms totals disminuis de >2@xNMP/g a 21 NMP/g, es mantingués a
150 NMP/g a dia 7 i augmentés fins a 2.1@ldia 9. En el cas de BPL49 no es disposen de
dades a dia 9, tot i que ja presentava els valerems que el metode permetia des de la
primera determinacio.

Causes d’aquestes incongruéncies poden venir dempedda manera de fer les lectures o les
inoculacions ja que per impossibilitat d’horaris e haver de fer entre varies persones.
També pot ser que hi hagués hagut algun problenbal’astufa que dificultés el creixement

dels microorganismes.
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Per tant, encara que els resultats no sén fialdgsoe dir que no hi ha diferéncies entre
tractaments quant a coliforms totals.

Degut que els recomptes de coliforms fecals esfeaa partir de les mostres de coliforms
totals, els resultats obtinguts tampoc son fiables.

La mostra B és qui presenta menys quantitat déoomis fecals a dia 0 i la mostra P, qui més
(taula 05). Aquest resultat pot venir per una cmmacié de la mostra a I'hora de pesar-la o
pels errors acumulats en els passos anteriorsu{anmo, cultiu, lectura, etc.).

Tot i aixd observem que, en general, hi ha unaidistiv de coliforms fecals del dia 0 al 9.

Vazquezet al, 2009 també va fer deteccid de coliforms totéals en carn de vedella i van
obtenir uns recomptes inicials de coliforms totdés2.38 log NMP/g, és a dir uns valors
similars als nostres que es troben entre 2 | NBUP/g. En canvi, obtenen valors inicials de
coliforms fecals inferiors als nostres, 0.95 log RIK& mentre que els nostres varien entre 1 i
3 log NMP/g. Com a resultat final observen quedendractada amb BC té uns recomptes
finals (a 12 dies) significativament inferiors an@stra control mentre que en el nostre cas no

s’observen diferéncies entre tractaments.

4.2.4. Resultats de la deteccio d. coli
En aquest cas, no es va fer recompEe dbli si no que es va mirar si hi havia preséencia en les
mostres analitzades. En cas de presencia, el reddi zbna de creixementH!’ coli virava a
un color verd metal-litzat amb colonies de colagraeorillant. També va succeir que aquest
color verd metal- litzat no era gaire evident o ne®® presentava en algunes zones; en aquest

cas deiem que hi havia presencia lleu.

Segons es pot veure a la taula 06, es va trobagmtetes les determinacions —és a dir des del
dia 0 al 9-, les mostres B i les inoculades amb®BRPBPL37 i BPL49 van mostrar presencia
d’E. coli. Quant a la mostra P, a dia 0 va haver-hi preaetiEi. coli; els dies 2 i 9 hi havia
preséncia lleu i a dia 7 hi va haver abséencia.lfieat, en les mostres inoculades amb BPL22

a dia 0i 7 hi va haver preséencia lleu, mentreaydees 2 i 9 hi va haver abséncia.
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D’aquests resultats es pot concloure que la mgskeamés s’acosta a la mostra patrd en quant
a control del creixement B. coli és la que va ser inoculada amb BPL22Actobacillus

pentosus.

4.2.5. Resultats de la deteccié d8almonellaspp.

En aquest ultim cas, cap de les mostres avaluadpgekentat presencia 8almonellaspp.

4.3 Efectes de les bacteries bioconservants contra pgtns
Dels resultats anteriors es va concloure que, qokeino hi havia massa diferéncies entre les

mostres analitzades, el microorganisme que semblag@odia tenir cert efecte conEacoli
era BPL22. Es per aix0 que es va decidir provagsiest microorganisme, a més de tenir

efecte contr&. coli, també podria tenir efecte conttasteriai Salmonella

Quant a I'efecte contr&. coli, a la taula 07 es pot observar que tant per larm8s com la P
com la BPL22, la quantitat B: coli va augmentar a mesura que van passant els dies. Tot
que l'augment a dia 9 és menor en BPL22 comparhtesnaltres dos tractaments, no podem
dir que hi hagi diferéncies entre ells. No obstaatent que el creixementkl’ coli és menor

en BPL22, s’haurien de fer més proves per podaratiss-lo com a productor de BC contra

E. coli, com ara proves en medis de cultiu o provar easalliments.

Respecte a les hamburgueses inoculadesLaminocua a la taula 08 es veu com, clarament,
la quantitat de patogen va disminuir en el cag’dela augmentar en el cas de B i BPL22.

Per tant, en aquest cas es pot afirmar que BPL2%ant@nir efecte bioconservant contra
Listeria en la mostra avaluada. El cas contrari és elaudi de Hartmanat al. (2011) on
proven varis extractes de BAL contramonocytogeneistroben varies BC capaces de reduir
la concentracid de patogen. Aquestes BC les prpviemer en brous de cultiu i després en
carn picada i llet i observen que la concentraciiimma efectiva per aconseguir 2.3
reduccions logaritmiques de. monocytogenesra significativament superior quan s’aplicava
en aliments que quan s’avaluava en brous de céltjuests resultats els expliquen per una
distribucié desigual o una baixa solubilitat eritreent, per inactivacié de la BC degut a

modificacions quimiques o enzimatiques produideSaiiment o per adsorcio de la BC als
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components de l'aliment. Tots aquests factors sihartenir en compte a I'hora d’avaluar
I'eficacia d'una BC en un aliment.

Es troben altres estudis on apliquen BC amb rdsuiéaorables contrh. monocytogenes
com el de Galvezt al, 2008 que cita varis articles que utilitzen Peidiacper reduir la
poblacié deL. monocytogeneen carn crua de vedella o el de Gatoal. (2015) que va
estudiar I'efecte deactobacillus sakeC2 i la seva BC (sakacina C2) en pernil tallatisesat

al buit sobreL. MonocytogenesVan trobar que si s’aplicaven les dos, I'efecbata la
poblacié deL. monocytogenesra major que si S’aplicaven per separat i, a meés van

trobar efectes negatius sobre I'olor o la protélierivats de I'addicié deb. Sakei

Finalment, pel que fa a les hamburgueses inoculadds Salmonellaspp., es va poder
observar que la quantitat de patogen es manterilargldel temps en els tres tractaments

avaluats (taula 09).

Per tant, quant a I'avaluacié de BPL22 enfront eratirganismes patogens, no podem dir que
aquest microorganisme sigui efica¢c com a biocomsdren les mostres avaluades tot i que

caldria realitzar més proves per descartar-lo cqmoductor de BC contia. coli.

4.4.Reflexions per a futurs estudis
Després d'observar els resultats obtinguts i lesnteen compte les limitacions trobades

durant I'estudi es vol fer una autocritica per padélorar en cas de realitzar futurs estudis.

Primer de tot i, tenint en compte que l'estudieaitzava en les instal-lacions de Paymsa on
les tasques de I'estudi es van haver de compagimhrles tasques propies del laboratori i les
limitacions horaries, es creu que s’hauria d’hdweitat el nombre de BAL avaluades a una o

dues per poder realitzar més repliques i obterirrasultats més fiables.

Un altre punt a millorar seria el nombre de tracats avaluats per prova. En aquest estudi
sempre s’'avalua una mostra B, una P i una o vBAdssospitoses de produir BC. Es creu
que podria haver estat interessant tenir una mostrxol que contingués una BAL o una BC

coneguda i amb efectes provats en matrius carnies.
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Hartmannet al. (2011) remarguen la importancia d’avaluar molt uminsament I'efectivitat
de les BC en l'aliment on s’espera aplicar-lesya gn els seus resultats troben dues BC -
sakacina A i sakacina X- que només son efectii@riduintL. monocytogenesn un tipus
d’aliment cadascuna — en carn i en llet, respetiard- i tot i aixo, al cap d’un llarg temps
d’emmagatzematge. monocytogenetrnava a créixer. Es per aixd que es creu queasn
d’haver realitzat tot I'estudi a la UAB, es podrieaver fet proves previes en brous de cultiu
per observar si les BAL eren productores de BCrtreoquin patogen presentaven més
eficacia abans d’aplicar-les a un aliment. D’acueastanera es podrien haver seleccionat
millor les BAL productores de BC i també s’haunelaat si aquestes BAL eren efectives en
una matriu carnia, en el nostre cas les hamburgu€se tenir en compte que els resultats de
les proves amb BC variaran segons en quin alimaf@geixin ja que la seva eficiencia depen

de la composicio fisico-quimica de I'aliment (Baltaset al, 2013).

Finalment, un altre punt a millorar és I'eleccidsdmicroorganismes a avaluar. Tal i com
indica Lucke (2000), les BAL mesofiles, com leslitzthdes en aquest estudi, no poden
créixer bé en medis freds i es necessiten grangtitata de BAL per poder veure efectes en la
vida util de carn crua refrigerada. També indica uha BAL psicrotrofes que s’ha provat
gue poden controldr. monocytogenesn carns que es troben a pH de 5,6-5,8. Perdard]
cas de poder escollir les BAL a avaluar s’escallidiacord amb l'aliment on s’hagin
d’incloure; les BAL mesofiles van bé en productesrfentats o curats i les BAL psicrotrofes
en aliments refrigerats. Relacionat amb aquestefetcreu que en I'estudi s’hauria hagut
d’avaluar el creixement de psicrofils, tal i com f@azquezt al.(2009) al seu estudi.

Com a reflexio final, tot i que es trobin BC efge contra algun o més d’un patogen, s’esta
d’acord amb l'afirmacio de Licke (2000) que diu djus de BC no compensa el fet d’haver
utilitzat unes males practiques d’higiene i aque®€ no han de destruir el creixement de

microorganismes que ens avisarien d’un mal estBalitment.
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5. CONCLUSIONS

Degut a la limitacié de resultats no es poden argreonclusions fiables d’aquest estudi, ja
gue només es va poder realitzar una replica de pame | no es van observar diferéncies

entre els valors del blanc i la mostra amb BC.

Tot i aix0, cal dir que, de les analisis de colomicrobiologiques realitzades a les
instal-lacions de Paymsa se’'n despréen que no hilifieaéncies significatives entre les
bacteries sospitoses de tenir accié bioconservd®$ mostres blanc, sigui quina sigui la
concentracié de bioconservant aplicada. No obstamibserva que un dels microorganismes

avaluats (BPL22) podria tenir cert efecte biocovesetr contreE. coli.

A les instal-lacions de la UAB s’avalua aquest tefenn hamburgueses inoculades &mboli

i també aml.. innocuai Salmonellaspp. Sembla que el creixemehE. coli és inferior en
les hamburgueses inoculades amb BPL22 respecte ieelBP, perd no s'observa cap
diferéncia en les hamburgueses inoculadeslanrnocuai Salmonellaspp.
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7. ANNEXES

7.1.Figures

Figura 01. Medis de cultiu cromogens (Esquerra: mediferolii Salmonellaspp. Dreta:
medi perListeria)
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7.2. Taules

Taula 1. Color en hamburgueses B, P i inoculades amb BC

Tractament L, L4 a ay b, o)}
Blanc 41,46 43,11 18,48 18,78 6,08 54
42,59 43,52 17,83 18,32 5,77 5,39
42,54 43,4 18,11 18,55 6,17 541
Patr6 44,21 447 25,15 23,79 8,53 7,89
44 55 44 .42 24,76 24,16 8,27 8,06
44,73 44,34 24,45 24,29 8,09 8,09
BPL7 -10 42,84 43,08 19,6 22,6 6,82 7,26
42,8 43 19,58 22,54 6,71 7,24
42,82 42,95 19,57 22,52 6,78 7,23
BPL7 -10 43,97 44,63 18,35 20,77 6,78 6,69
43,94 44 .43 18,3 20,67 6,73 6,66
441 44 .43 18,17 20,94 6,69 6,7
BPL7 -1C 44 .83 45,25 17,48 18,61 6,73 5,96
45,16 45,1 16,96 18,84 6,48 6,01
45,18 45,03 17,67 18,86 6,55 5,99
BPL7 -1C0 44 .88 45,03 16,68 18,54 6,24 5,46
44,74 44 95 16,67 18,64 6,12 5,42
44,82 45,15 16,68 18,1 6,07 511
BPLY -10 44 37 44,35 18,68 19,47 6,89 6,57
44,25 44,29 18,6 19,43 6,79 6,53
44 .22 44,19 18,61 19,5 6,78 6,53
BPLO -10 44,29 44,74 17,96 18,8 6,51 6,41
44,39 44 57 17,83 18,87 6,35 5,38
44 53 44 .43 17,68 18,88 6,3 5,34
BPLO -1C 441 44 48 18,06 18,92 6,95 5,79
44 17 44,34 17,99 19 6,84 5,84
44 2 44 37 17,95 19,02 6,78 5,87
BPL9 -1C0 42,48 42,73 17,69 18,89 5,96 4.8
42,66 42,62 17,55 19,12 5,99 4,83
42,68 42,53 17,58 19,14 6 4,82
BPL49 -10 42,15 42,68 18,99 20,42 6,25 5,58
42 .54 42,42 18,79 20,63 6,24 5,6
42 .56 42,39 18,35 20,57 5,83 5,59
BPL49 -10 44 43 44,72 16,54 18,28 5,98 5,13
44 .86 44 61 16,49 18,31 6,02 51
44 93 44 51 16,31 18,31 5,94 5,06
BPL49 -16 44,39 44,26 17,17 19,25 6,44 5,81
44,77 44,26 17,08 19,27 6,6 5,82
44,49 442 17,2 19,33 6,64 5,79
BPL49 -16 43,39 43,49 17,09 18,61 6,03 4,99
43,44 43,39 17 18,65 5,95 491
43,42 43,37 16,99 18,52 5,96 4,81
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Tractament L, Ly a ay b, o)
BPL24 -14 44,1 43,98 18,79 19,67 6,97 6,29
44,21 43,85 18,73 19,7 6,86 6,23
44,16 43,81 18,61 19,76 6,79 6,3
BPL24 -10 43,66 44,09 18,33 19,9 6,74 5,67
43,95 43,97 18,09 19,21 6,64 5,85
43,94 43,92 18 19,19 6,59 5,65
BPL24 -10 44,46 44,97 17,58 17,82 6,38 5,47
44,44 44,83 17,52 17,85 6,31 5,44
44,45 44,8 17,5 17,8 6,32 5,43
BPL24 -1G 42,86 42,94 18,79 19,62 6,34 5,42
42,89 42,8 18,33 19,57 6,02 5,36
42,92 42,76 18,56 19,54 6,32 5,36
BPL37 -10 41,96 41,9 19,22 19,78 6,42 5,31
42,11 41,72 19,6 19,94 6,35 5,31
42,26 41,72 19,09 19,88 6,3 5,29
BPL37 -10 44,57 44,75 17,05 17,74 6,47 5,41
44,91 44,82 16,78 17,77 6,42 5,42
44,45 44,74 16,94 17,79 6,25 5,41
BPL37 -10 44,12 44,26 17,41 18,47 6,46 5,16
44,08 44,07 17,21 18,45 6,33 5,15
44,26 44,24 17,09 18,15 6,2 5,02
BPL37 -1G 44,68 44,95 16,94 17,75 6,27 5,14
44,69 44,8 16,82 17,79 6,13 5,12
44,7 44,76 16,75 17,74 6,09 5,08
BPL22 -10 44,52 45,1 17,43 17,45 6,75 6,18
44,6 45,22 17,26 17,34 6,69 6,1
44,65 45,29 17,25 17,21 6,67 6,08
BPL22 -1d 44,9 45,09 16,87 18,47 6,39 5,45
45,04 45,14 16,9 18,33 6,54 5,35
45,25 45,19 16,73 18,32 6,48 5,39
BPL22 -1G 43,28 43,27 17,27 18,52 6,13 5,14
43,1 43,13 17,31 18,57 6,07 5,12
43,13 43,1 17,32 18,64 6,09 5,1
BPL22 -1G 43,78 44,13 17,36 18,71 6,78 5,49
43,76 44,03 17,22 18,73 6,59 5,45
43,93 44,14 17,2 18,6 6,63 5,42
BPL34 -10 42,28 42,63 18,55 21,52 6,12 6,18
42,34 42,6 18,35 21,45 6,02 6,12
42,46 42,69 18,33 21,32 5,95 6,02
BPL34 -10 42,66 53,06 17,27 19,53 5,76 5,22
42,51 42,92 17,25 19,53 5,66 5,21
42,55 43,03 17,27 19,43 5,64 5,18
BPL34 -10 45,18 44,94 16,2 18,87 6,39 5,79
45,15 45,11 16,15 18,75 6,31 5,75
45,33 45,17 15,99 18,85 6,31 5,74
BPL34 -1G 43,75 43,66 16,67 18,95 6,01 5,47
43,68 43,8 16,69 18,9 6,01 5,48
43,67 43,89 16,71 18,9 6,01 5,5

24




Tractament L, Ly a ay b, o)
BPLOS -10 46,32 46,03 17,72 18,47 7,44 7,06
45,97 46,18 17,78 18,29 7,26 6,96
46,11 46,03 18,03 18,19 7,61 6,89
BPLOS -10 43,84 43,63 17,07 19,12 6,14 5,63
43,89 43,7 16,97 19 6,02 5,6
43,97 43,83 16,94 18,95 6,02 5,58
BPLOS -16 43,95 44,37 17,23 17,66 6,27 5,62
43,93 44,31 17,33 17,86 6,28 5,62
4411 44,35 17,1 17,77 6,15 5,56
BPLOS -16 44 .62 44 .52 16,89 18,17 6 5,36
44,49 44 .43 16,91 18,04 5,96 5,41
44,43 44.6 16,5 18,02 5,73 5,34

L,, & i b,: valoracions de color a dia 2.4,1a i bs: valoracions de color a dia 4.

Taula 02.Recompte d’aerobis mesofils (UFC/g) per dia i tewnt.

0 2 7 9
Blanc 10° 4x10 2.32x1§ >3 x10
Patré 2.3x10 ox1d 3.44 x10 >3 x16
BPL34 2.6x160  1.34x10 >1.2x16 4.64 x10
BPL37 4.12x160  1.9x160 >1.2x10 2.29 x1&°
BPL49 8x10@ 6.1x10  2.04 x16 a
BPL22 5.1x1d 1x1¢  2.13x16° >3 x10!

#No hi ha resultats disponibles

Taula 03. Recompte d’enterobacteries (UFC/g) per dia i traetat.

0 2 7 9
Blanc 3.5 x 16 90 9 x 10 >3x 1d
Patro 1.2x16 43x16 19x10 9.6x16
BPL34 20° 30 1.6 x16  >3x1d
BPL37 1.7 x1G 3x 16 9x1¢ >3x 1
BPL49 56x1 2.02x168 >3x10 b
BPL22 1.09x16 73x10 >3x10 1.53x10

Valors incongruents

P No hi ha resultats disponibles
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Taula 04.Nombre més probable (NMP/g) de coliforms totalsgiar tractament.

0 2 7 9
Blanc >2.4 x1¢ 212 150" 2.1 x16
Patrd 23 >2.4 x10 93 >2.4 x16
BPL34 48x1G 1.1x10 >2.4x18 >2.4x18
BPL37 1.1x10 >24x10 >2.4x16 >2.4x16
BPL49 >2.4x16 >2.4x18 >2.4x18 b
BPL22 >24x10 >24x16 >24x16 >2.4x16

?Valors incongruents ° No hi ha resultats disponibles

Taula 05.Nombre més probable (NMP/g) de coliforms fecalsdiai tractament.

0 2 7 9
Blanc 23 43 <3 <3
Patrd >2.4 x16 4 <3 <3
BPL34 4.8 x16 32 >2.4 x16 <3
BPL37 1.1 x16 120 14 <3
BPL49 43 2.1 x1G 43 b
BPL22 21x16  >2.4 x16 93 15

2Valors incongruents ” No hi ha resultats disponibles

Taula 06.Preséencia (S) o absencia (NEdtolien 25 g d’hamburguesa

0 2 7 9
Blanc S S S S
Patré S Preséncia N Preséncia
lleu lleu
BPL34 S S S S
BPL37 S S S S
BPL49 S S S S
BPL22 preséncia Preséncia
lleu N lleu N
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Taula 07.Recompte E. coli(UFC/g) en hamburgueses inoculades

0 2 7 9
B 4x100 2.6-4.6x16 20-21x16 0-1x10
P 3-4x16 86-10x16 0-8x16 1-2x16

BPL22 6-7x16 4-86x16 0-11x16 < 10Q

Taula 08.Recompte dé. innocua(UFC/g) en hamburgueses inoculades

0 2 7 9
B 1-3x1d 3x10"  15-23x14 1.22-1.32x16
P 1-2x1d 0-2x1¢ < 1d <1d

BPL22 1-2x10 0-1x1d 15-21x1d 5.1-5.4x16

Taula 09.Recompte d&almonellaspp.(UFC/g) en hamburgueses inoculades

0 2 7 9
B 1.2-1.8x16 2.3x1G 1-2x10 2-4x10
P 6-9 x¢ 1.9-2.1x16 0-1x1G¢ 0-2x10

BPL22 1.2-1.5x16 4.3-5.3x10 0-2x1F¢ 1x1C
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