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0. INTRODUCCIO

El meu treball de recerca, sobre productes alimentaris d’origen carnienvasats
sotmesos a altes pressions atmosferiques, es basa en detectar si aquest
tractament és capag de reduir la seva flora bacteriana i si permet que l'aliment
allargui el seu temps de vida util mantenint les seves propietats organoléeptiques
i microbiologiques Optimes el maxim de temps possible. L’estudi es concreta en
I'analisi microbiologica del producte “Lacén al horno cortado a mano” sense
tractar en altes pressions i tractat durant 3, 4 i 6 minuts.

La idea d’aquest projecte ve del treball de recerca de batxillerat de Tomas Boix
Bonfill, el meu germa, realitzat durant el curs 2007-2008. En Casola o
industrial? Estudi organoléptic i microbiologic de la vida util del pernil cuit,
estudiava I'envas més eficac per mantenir les propietats organoléptiques i
microbiologiques inicials del pernil cuit llescat durant el maxim de temps
possible. A partir de les analisis microbiologiques i organoléptiques exposava,

entre d’altres, les seglents conclusions:

e El sistema de conservacié més eficac des del punt de vista microbiologic
per a la conservacio del pernil cuit llescat és I'envas al buit tractat en

altes pressions durant 6 minuts.

e El sistema de conservaci6 més eficagc per mantenir les propietats
organoléptiques i morfologiques del pernil cuit llescat és I'envas al buit

tractats en altes pressions durant 2, 4 i 6 minuts.

Quan en Tomas va fer el seu treball explicava que el tractament d’aliments en
altes pressions estava encara en fase experimental. Aleshores s’utilitzaven
pressions de només 5500 Bars, en una maquina de cost molt elevat, que
només servia, en el cas de l'estat espanyol, per poder exportar alguns
productes (normalment pernil salat) a paisos llunyans. Els principals
inconvenients d’aquest sistema eren, a part del seu alt cost, la poca resisténcia
dels envasos a les altes pressions i la petita capacitat de la maquina.
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En linterval d’aquests quatre anys, aquesta tecnologia ha evolucionat molt i ha
esdevingut un procés industrial normalitzat. En aquest punt, he concretat el

meu treball.

Per a I'estudi he utilitzat el producte de I'empresa NOEL ALIMENTARIA, SAU
“Lacdén al horno cortado a mano”, un aliment derivat del porc, que es
comercialitza cuit i llescat manualment. NOEL no té aquest producte en el
cataleg general de l'empresa perque el produeix en exclusiva per a
MERCADONA, una empresa de distribuci6 dins del segment dels
supermercats. Es un aliment que en origen pertany a la mateixa gamma que el
pernil cuit i que es produeix a la planta NOEL 1 de I'empresa, a Beguda. El
producte esta envasat al buit en atmosfera modificada, que és un procés
mitjancant el qual s’extreu tot I'aire de dins I'envas, s’hi introdueix una mescla

de gasos i, tot seguit, es segella amb una altra capa de plastic.

{( NOEL )

Imatge comercial del producte

L’aliment s’ha sotmes al tractament en altes pressions a lafabrica Riera, a Sant
Esteve d’en Bas. En aquesta fabrica és on actualment esta instal-lada la
maquina d’altes pressions Hiperbaric, que utilitza 'empresa NOEL i altres
empreses, que s’han unit per a la seva utilitzaciéo i manteniment. El producte
s’ha sotmeés a les altes pressions durant 3, 4 i 6 minuts, després d’haver

descartar el periode de 2 minuts per inefectiu.

Posteriorment, s’ha analitzat el producte al laboratori, situat a la planta NOEL 1,
en diferents intervals de temps fins a la data de consum preferent (35 dies).
4
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S’han fet cultius,en mostres de control i en mostres del producte tractat 3, 4 i 6
minuts en altes pressions, de microorganismes que es troben a la carn i que
poden provocar malalties a les persones: aerobis totals, enterobacteris,
lactobacils, Staphylococcus aureus, Clostridis sulfit-reductors, Salmonel-la i

Listeria monocytogenes.
Les analisis s’han fet amb la segtient periodicitat:

Els dies 5, 13, 21, 27 i 34 després del tractament d’altes pressions, per tal

d’abastar tot el temps de vida util del producte.

Finalment, s’han comparat tots els resultats de les analisis per obtenir una
conclusio final que ens indicara si el tractament en altes pressions ha estat
eficag i, si €s aixi, quin dels tres temps de tractament és més rendible, a nivell

de cost del procés industrial i de reduccié dels microorganismes.
He plantejat unapregunta inicial:

e Es eficag, des del punt de vista microbiologic, el tractament en altes
pressions per allargar la vida Gtil dels aliments?

També he plantejat algunes hipotesis:

e Els aliments no tractats en altes pressions presenten uns recomptes
microbiologics molt més elevats que els aliments tractats en altes

pressions.

e El tractament en altes pressions durant 6 minuts és el més rendible a
nivell de reducci6 del cost industrial i a nivell de reduccié de

microorganismes.
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1. OBJECTIUS

He plantejat, finalment, uns objectius per respondre les preguntes inicials,

tenint en compte totes les variables que intervenen en aquest estudi:

Conéixer i entendre el funcionament del tractament de productes

alimentaris en altes pressions.

Conéixer quines so6n les caracteristiques que determinen que un

producte és apte o no per ser tractat en altes pressions.

Conéixer les caracteristiques dels envasos adequats per al tractament
de productes alimentaris en altes pressions.

Conéixer els microorganismes que s’estudien, aixi com els medis i

meétodes per tractar-los al laboratori.

Aprendre a fer l'estudi microbiologic del “Lacon al horno cortado a
mano”, durant el periode d’estada a I'empresa (juny-juliol 2012).

Analitzar I'evolucié microbiologica de la vida util del producte sotmeés i no

sotmes a altes pressions.

Analitzar la preséncia i els recomptes de bacteris patdgens en el

producte sotmes i no sotmes a altes pressions.

Analitzar quins bacteris queden més afectats per les altes pressions.

Valorarquin dels tractaments (3, 4 i 6 minuts) és més eficac en la

reduccié de microorganismes.

Valorar quin dels tractaments (3, 4 i 6 minuts) déna millor rendiment en

la reducci6 del cost industrial i alhora de microorganismes.

Els resultats de I'estudi han de permetre contestar els objectius establerts i

obtenir els aprenentatges proposats.
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2. PART TEORICA

2.1 MICROORGANISMES

Els microorganismes sén éssers vius que no poden ser observats a ull nu. Es
necessari utilitzar un microscopi optic o electronic per poder-los visualitzar, ja
que son organismes unicel-lulars, és a dir, formats per una sola cél-lula. Els
microorganismes poden pertanyer a tres regnes diferents, segons les seves
caracteristiques: moneres, protoctists i fongs. | s’ha de tenir present que no tots
els éssers vius que pertanyen als regnes dels protoctists i dels fongs sén

unicel-lulars.

La preséncia dels microorganismes en el medi t¢ una importancia rellevant
perque, per una banda, poden tenir efectes negatius per a la salut ja que
algunes espécies de microorganismes,els anomenats patdogens, poden causar
malalties com la malaria, el colera o la tuberculosi. Aquests bacteris patogens
es poden trobar en els aliments, entre ells els carnics, i poden contaminar-los i
posteriorment, al ser ingerits, intoxicar al consumidor del producte. Pero els
microorganismes també poden ser
molt beneficiosos per als humans
en moltsaspectes, com en la
produccié d’antibidtics com el fong
Penicillium, en la depuracié
d'aigles 0 en processos de
fermentacié industrial com els de
la fermentacié de l'acid lactic, de
I'acid acetic o de l'etanol, i també

serveixen  per fer  controls

microbiologics dels aliments.

Fong Penicillium en funcioé d’antibiotic

Aquest treball es basa en l'estudi de la preséncia i en la quantitat de
microorganismes que poden alterar o intoxicar la carn.Els microorganismes

capacos de fer aixo formen part del regne de les moneres, i sén els bacteris.
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2.1.1 DEFINICIO DE BACTERI

Els bacteris s6n microorganismes del Cell Structure
regne de les moneres, ja que tots son
unicel-lulars i procariotes i tenen unes
dimensions d’entre 1 [ 3
micrometres.Morfologicament poden ser
bacils i vibrions(forma cilindrica), cocs
(forma esferica) i espirils (forma de
tirabuix6). La cél-lula procariota dels
bacteris es diferencia d’'una d’eucariota
per la seva simplicitat i perque I'’ADN
bicatenari circular dels bacteris no es

localitza dins de cap nucli.

Estructura interna d’un bacteri

Tots els bacteris contenen GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE
paret cel-lular, que és la que

Qater
membrane

dona rigidesa a la cél-lula

procariota, i la que permet

Flagellum
]

diferenciar els bacteris entre b & i

ells.Aixi, segons si tenen o

Cytoglasm
/./ Lo
f ot

no paret de peptidoglica, els
bacteris es podenclassificar

&

en arqueobacteris o en —_ et A
Cell wall Cell Cell Cell wall
eubacteris. mermbrane membrane

Parets cel-lulars dels eubacteris

Dins dels eubacteris, que tenen paret cel-lular de peptidoglica, podem
diferenciar els bacteris gram positiu, que tenen una sola capa gruixuda de
peptidoglica, dels bacteris gram negatiu, que tenen una capa externa de lipids i
una capa fina de peptidoglica. Aixi mateix, alguns bacteris contenen capsula,
especialment els bacteris patogens.
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Fisiologicament, els bacteris s6n molt diversos i presenten diferents formes de
nutrici6.  Poden  ser fotoautotrofs, fotoheterotrofs,  quimioautotrofs,
quimioheterotrofs o fermentadors. Els bacteris es reprodueixen gracies a la
biparticid, que és un procés asexual que forma dues cel-lules filles idéntiques

entre elles.

Els bacteris es relacionen amb el medi a través de la mobilitat i també amb la
formacié d’espores, que consisteix en el desenvolupament d’estructures de
resistencia del bacteri per suportar condicions adverses del medi, com les altes
temperatures. Les espores tenen la capacitat de germinar, és a dir, de crear
nous bacteris i, a més, quan les condicions del medi milloren, el bacteri desfa

'espora.

La capacitat de formacié d’espores que caracteritza els bacteris és molt
important en la industria alimentaria perqué obliga a aplicar fortes mesures per
eliminar les espores bacterianes dels productes que en poden estar

contaminats i,també,per evitar-ne la germinacio.

2.1.2TIPUS DE BACTERIS

En l'estudi microbioldgic es tracten els bacteris que es poden trobar en els
productes carnics, en concret, en el producte cuit “Lacén al horno cortado a
mano”. S’analitzenels bacteris més comuns i que més poden ajudar a coneixer

I'estat i la contaminacié del producte:

- Bacteris indicadors: aerobis totals, enterobacteris i lactobacils.

- Bacteris patdogens: Clostridis  sulfit-reductors,  Staphylococcus

aureus,Salmonel-lai Listeria monocytogenes.
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2.1.3 CARACTERITIQUES DELS BACTERIS ESTUDIATS

Bacteris indicadors

So6n els microorganismes que, després de ser estudiats i quantificats, aporten
dades sobre les condicions del producte, sobre el seu grau d’acompliment de
les normes de seguretat sanitaria o sobre el grau d’higiene durant el seu procés
de produccid.Els bacteris indicadors estudiats i quantificats en aquest estudi

sbn els seguents:

Aerobis totals

Aquests tipus de bacteris indicadors s’obtenen fent un recompte del total dels
microorganismes que creixen en preséncia d’oxigen en el medi. Es un
recompte inespecific perqué no determina el tipus concret de microorganisme.
La finalitat de la quantificacié dels aerobis totalsés determinar I'estat en que es
troba I'aliment i si el procés de produccié i manipulacié del producte ha estat
higiénic.

Per ell mateix, aquest estudi no permet saber si el producte esta contaminat o
si conté bacteris patdgens o toxines. Malgrat que hi hagi pocs aerobis en el
medi, no podem assegurar que el producte no estigui contaminat i, en tot cas,
uns valors iguals o superiors a 10° 0 10’ d’aerobis, assenyalen que I'aliment es

troba en procés de descomposicié.

Enterobacteris

El recompte d’enterobacteris s'utilitza per indicar la contaminacié fecal del
producte i, per tant, si la seva qualitat sanitaria és I'adequada.La preséncia
d’aquests tipus de bacteris assenyala, en general, si les condicions higiéniques
i de neteja en el procés de produccié del producte han estat correctes. Aquesta
mostra també és inespecifica, doncs no permet saber el tipus de bacteri fecal
qgue hi ha crescut.

10
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En el cas dels productes cuits, la preséncia d’enterobacteris significa que la
coccié ha estat insuficient o que s’ha produit una contaminacié posterior en el
producte durant el canvi de bossa o en la superficie de llescat.

Lactobacils

El recompte de bacteris fermentadors de la lactosa a acid lactic és inespecific
perqué no permet distingir-ne el tipus. Uns valors elevats de lactobacils
indiquen que el procés de produccié no ha estat correcte i provoquen acidesa

en el producte aixi com una perdua de la seva qualitat optima.

En els productes cuits la preséncia de lactobacils es deu a una cocci6 deficient

0 a una contaminacio posterior a aquest procés.

Bacteris patogens

So6n microorganismes que es troben en els aliments que ingerim i que tenen la
capacitat de provocar malalties, bé per la seva preséncia, com en el cas de la
Salmonel-la o la Listeria monocytogenes,o per la de les seves toxines, en el cas
de Staphylococcus aureus.l, fins i tot,per toxines generades dins lintesti

unavegada ingerit I'aliment, en el cas dels Clostridis sulfit-reductors.

Clostridis sulfit-reductors

Bacteris del génere Clostridium,del grup bacteria dels sulfit-reductors,
grampositius i amb capacitat de formar espores i toxines. Una de les
caracteristiques principals d’aquests bacteris €s que poden reduir els sulfits a

sulfurs.

Aquets bacteris son presentsal sol, a l'aigua i a la pols i sovint es troben a les
superficies dels canals digestius d’alguns animals acabats de sacrificar. Les
seves espores, molt resistents a les condicions adverses, sobreviuen en
cavitats de la carn de I'animal on no hi ha preséncia d’oxigen. En el procés de
coccio reaccionen i s’activen i, si després es conserva la carn amb les espores

a una temperatura inadequada,aquestes poden germinar i els Clostridis es

11
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multipliquen. Per tant, el recompte dels Clostridis sulfit-reductors,indica la

qualitat higienica dels productes d’origen animal amb qué es treballa.

Staphylococcus aureus

Es un espécie bacteriana grampositiva de forma esférica, és a dir, és un coc
que té una mida d’entre 0,8 i 1 um. Aquets bacteris sén immobils, no formen
espores pero si toxines i s6n poc resistents a les condicions adverses, com la
calor i els desinfectants. Es troben en les mucoses nasals, en la gola i en la pell

de les persones infectades.

Aquest bacteri apareix en els aliments en condicions de manca d’higiene en el
procés de produccidé o en I'envasat, perd en condicions de fred s’evita que el
bacteri formi la toxina. L’Staphylococcus aureus provoca una de les
intoxicacions d’origen alimentari més freqiients, que pot causar gastroenteritis,
diverses infeccions menors a la pell i malalties que poden afectar greument la

salut del consumidor que ha ingerit la toxina, com pneumonia i meningitis.

Salmonel-la

Es una espécia bacteriana que pertany
a la familia de les
Enterobacteriaceae.Té forma de bacil,
€s gramnegativa i no desenvolupa
espores ni produeix toxines. Es un
bacteri anaerobi mobil que es
desplaca per flagels. Es capac de
fermentar la glucosa pero no la lactosa

i a causa daquesta reaccid es =
produeix un gas, el sulfur d’hidrogen(H.S), que és toxic.

Salmonel-la observada des d’un MES

La Salmonella es troba facilment en productes alimentaris com els ous, la llet,
la carn d’animal i la d’au. La seva preséncia esta causada per una mala coccié
de laliment d’origen animal o per la no coccié d’aquest, ja que les altes
temperatures, com les que hi ha en la coccié dels productes cuits, eliminen les

12
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salmonel-les. En aliments curats s’utilitzen meétodes bactericides, com
'assecatge o la fermentacié de lactosa,que produeix acid lactic, que fan baixar

el pH de l'aliment i també eliminen les salmonel-les.

En cas d’ingerir Salmonel-la, el bacteri infecta el consumidor de I'aliment
contaminat i li provoca salmonel-losi. Aquesta malaltia bacteriana pot produir
mal de cap, febre, diarrea i mal abdominal durant un periode llarg d’entre 1 i 8

setmanes, fins ques’eliminen les salmonel-les del cos.

Listeriamonocytogenes

Bacteris de la familia de les
Listeriaceae,sébn grampositius i tenen
forma de bacil. L’espécie més important
d’aquest tipus de bacteries és la Listeria
monocytogenes, I'linica capac¢ d’infectar
els humans, causant la listeriosi. Es un
bacteri molt resistent a les altes
temperatures, al pH acid ia les altes

condicions de sal i és capa¢g de

reproduir-se rapidament a

temperaturesbaixes de refrigeracio. L. monocytogenes observada des
d’'un MES

La infeccid per listeriosi s’agafa a través del consum de productes contaminats
amb Listeria monocytogenes. Sobretot productes d’origen animal com la llet, el
formatge, la carn crua o mal cuita i 'embotit. Per evitar la contaminaci6
ambListeria és important una bona neteja i desinfeccié del lloc de produccio6 del
producte i dels estris amb qué es manipula aixi com la perfecta comprovacié
del seu grau de coccié. La malaltia provoca febre alta, mal de cap i grip i, en la
seva manifestacié més greu, meningitis.

13
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2.1.4 MEDIS DE CULTIU

En I'estudi microbiologic, per analitzar si en el medi hi ha preséncia dels

microorganismes que es volen estudiar, és imprescindible utilitzar per a cada

tipus de bacteri el medi de cultiu necessari per a quépuguin créixer i diferenciar-

se elsuns dels altres. Els medis de cultius especifics i el procediment que cal

seqguir en cada bacteri estudiat sén:

Medi PCA(Plate Count Agar): es

tracta d’'un medi format pels

components essencialsperqué hi puguin créixer tot tipus de bacteris,

com la glucosa, I'extracte de llevat i la triptona. Es un medi no selectiu ni

diferencial, doncs només serveix per fer el recompte dels aerobis totals

de la mostra que s’ha analitzat i no permet diferenciar les colonies dels

diferents tipus d’aerobis que creixen en el medi. Un cop el medi esta

sembrat, s’ha de mantenir 48 hores a 30°C per poder fer el recompte

d’aerobis totals.

Medi VRBG (Vermell Bilis Violeta
Glucosa Agar): es tracta d'un medi
selectiu només per a enterobacteris,
pel fet que conté sals biliars i cristall
violeta. EI medi no és diferencial ja
qgue no es poden distingir les colonies
d’enterobacteris  especifics. Una
vegada sembrat, el medi s’ha
d’'incubar 24 hores a 37°C abans de

fer el recompte d’enterobacteris.

| .

Medi VRBG

Medi MRS(Man, Rogosa, Sharpe Agar): és un medi selectiu per a

lactobacilsperqué conté components com el citrat d’'amoni i 'acetat de

sodi que només permeten el creixement d’aquests tipus de bacteris.No

14
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és un medi diferencial ja que no es poden distingir entre elles les
colonies que hi creixen. Quan s’ha sembrat, és necessari posar les
plaques amb el medi dins d’'una gerra d’anaerobiosis per tal d’eliminar
'oxigen del medi,doncs els lactobacils son bacteris anaerobis. Després,
s’ha de posar a incubar a 30°C entre 48 i 72 hores abans de fer el
recompte de colonies de lactobacils.

MediBP(Baird-ParkerAgar): és un medi selectiu per als
Staphylococcusaureusque permet identificar la seva preséncia. Es
selectiu perqué conté diversos compostos, com la sulfametazina, que no
permeten el creixement de moltes varietats de bacteris. També és un
medi diferencial perqué les colonies de Staphylococcus queden negres i
amb uns halos transparents al voltant gracies al tel-luri metal-lic que
conté el medi. El medi sembrat s’ha de posar a incubar 48 hores a 37°C
abans de fer el recompte de colonies.

Medi TSC (Tryptose Sulfite Cycloserine): es tracta d’'un medi agar
amb una certa selectivitat cap a alguns tipus de bacteris amb
caracteristiques fisioldgiqgues semblants a les dels Clostridis sulfit-
reductors i també diferencial perque les colonies d’aquests bacteris
queden de color negre. Aquest
canvi de color de les colonies
s’explica perqué el medi conté
ions ferrics que, al ser reduits
pelsClostridis, forma un precipitat
de sulfur de ferro que és el que
doéna el color negre a les colonies.
En els tubs amb el medi TSC, una
vegada sembrats,s’introdueix oli
de vaselina que permet que el
medi no estigui en contacte amb
l'oxigen. El medi es posa a
incubar 48 hores a 37°C abans de

15
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fer el recompte de colonies de Clostridis sulfit-reductors.
Medi TSC

Per detectar la preséncia de Salmonel-la en una mostra, cal seguir
diversos passos. Primer de tot,posara la mostra un caldo d’aigua
peptonada, que és un medi que permet el creixement de molts tipus de
bacteris, és a dir, que no és selectiu. La mostra amb aigua peptonada es
posa a incubar 24hores a 42°C i,passat aquest temps, es sembra en una
placa de petri que contémedi IBISA,
que és un medi no selectiu perd que
alhora és diferencial per Salmonel-la,
perque fa que les seves colonies quedin
tenyides de color verd. EI medi IBISA
s’ha de posar a incubar 24 hores a 37°C
i després es pot avaluar si hi ha

preséncia o abséncia de Salmonel-la en

la mostra estudiada.
Medi IBISA

Per a la detecci6 de la Listeria monocytogenes és necessari fer
diversos passos abans de poder fer-ne el recompte. Primer de tot, es
posa la mostra a analitzar en el caldo de pre-enriquiment Half-Fraser,
un medi selectiu per alListeria que permet la recuperacié de les que
poden haver patit danys en la seva estructura durant el procés de
produccié de la mostra. El caldo Half-Fraser es posa a incubar 24 hores
a 30°C. Passat aquest periode, 1 ml de la
mostra es posa en un tub que conté el
caldo Fraser, que és el que permet el
creixement de les Listeries en el medi.
Aquest tub Frasers’ha de posar a incubar
24 hores a 37°C i després s’introdueix en
un aparell automatic per a la deteccié de
patogens, anomenat miniVIDAS que, a

través d’uns tubs amb antigens especifics
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per alisteriamonocytogenes, assenyalasi n’ hi ha preséncia o abséncia

en el medi. Caldo Fraser

2.2 APARTAT FISICOQUIMIC

Per establir la qualitat dels aliments no es tenen en compte Unicament la
microbiologia, el recompte de microorganismes i la preséncia o no de patogens,
sind que també s'utilitzen altres meétodes que permeten saber si el producte
esta en l'estat optim i si els diversos processos a ques’ha sotmés han estat
efectius. Per aix0, en aquest apartat es mesuren diversos parametres de

qualitat del producte:

e Els parametres analitzats per un aparell anomenat NIR, que funciona
amb un raig laser calibrat per uns espectres determinats segons el tipus
de producte que s’estudia, permeten saber les quantitatsde:

o Greixos
o Sal

o Proteines
o Col-lagen
o Humitat

Els resultats obtinguts d’aquests parametres, en funcié del producte
concretque s’estudia, es comparen amb els parametres de normalitat del
producte concret i el mateix aparell determina si en té les proporcions

adequades.

e Altres parametres de qualitat que s’estudien sén :
o pH: és un parametre que estudia la quantitat
d’ions d’hidrogen que conté una substancia,fet

qgue provoca que un producte sigui acid, basic

o neutre. Aquet parametre es descriu en una
escala del’1 al 14, en la que 7 significa que un
producte té un pH neutre, un nombre superior

a 7 indica que la mostra que es mesura té un
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pH alcali i, si és inferior a 7, que la mostra té un pH acid. Aquest

parametre es mesura amb un pH-metre. pH-
metre

o Activitat d’aigua(Aw): €s una mesura que calcula la quantitat d’aigua
lliure de I'estructura del producte, que és la que permet quehi puguin
viure els microorganismes. Aquesta mesura es calcula sobre una
escala que va de 0 a 1. Es un parametre especialment important en
els productes carnics quese sotmeten a un procés d’assecatge, que
justament es basa en reduir la quantitat d’aigua de l'estructura dels
productes.

En els productes cuits, que sén els que s’estudien en aquest treball,
no és necessari avaluar I'activitat d’aigua perqué no estansotmesos a
cap procés d’assecatge. A més, els valor dAwen productes cuits
sempre s6n molt propers a 1.

o L’analisi organoléptica dels aliments també contribueix a determinar
la seva qualitat i, a més, s’ha de tenir present que el consumidor del
producte es basa precisament en els parametres de color, olor,

textura i gust per triar quin compra.
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Pernil cuit, en males condicions organoléptiques

2.3 ENVASOS UTILITZATS EN ALTES PRESSIONS

Per sotmetre els aliments a les altes pressions no tant sols s’han de tenir en

compte les caracteristiques del producte que es vol tractar, sind que també és

necessari que disposin d’'un envas adequat per resistir-les sense patir cap

desperfecte.

Els envasos emprats en el procés industrial, que resisteixen les altes pressions,

i que son utilitzats normalment son:

Envasat al buit: és un sistema de conservacié dels aliments que
consisteix en extreure l'aire de I'envas que conté el producte. Al treure
'aire també desapareix I'oxigen que conté i aixi s’evita I'oxidaci6 i la

descomposicio del producte.

Envasat en atmosfera modificada: és un sistema de conservacio dels
aliments que consisteix en canviar la composicié dels gasos que conté
'aire de I'envas. Normalment, es canvia l'oxigen per gasos com el
nitrogen i el dioxid de carboni, en diferents proporcions segons el
producte. Primeres fa el buit de 'envas que conté el producte i després
s’introdueix la mescla dels dos gasos, evitant l'oxidacié i la

descomposicio de l'aliment.

Aquests dos tipus d’envasat s6n capacos de resistir les altes pressions perque

sbén envasos flexibles. La pressio s’aplica de la mateixa manera a tots els punts

de I'envas perqué aquest esta envoltat d’aigua, que és el mitja de transmissio

de la pressid. Per aixd, les pressions aplicades en envasos flexibles es

compensen entre elles i fan que aquests no es deteriorin.
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2.4 PROCES D’ALTES PRESSIONS (HPP)

El procés d'altes pressions (HPP: High Pressure Processing) és un sistema
industrial innovador per a la conservacié d’aliments. Consisteix en tractar un
producte alimentari (d’'unes determinades caracteristiques i amb un envasat
adequat) en altes pressions atmosferiques, durant un temps determinat, amb
I'objectiu d’augmentar la seva vida util. Aquest procés aconsegueix reduir el
nombre de microorganismes del producte i, per tant, un alt percentatge de la
petita contaminacié que aquest pot presentar durant els primers dies d’envasat.

En parlar d’altes pressions, ens referim a una tecnologia detractamentdels
aliments que els sotmet a una pressié atmosferica elevadissima, d’uns 6000
Bars. Es una pressié que no es troba present enlloc de la Terra, si prenem com
a referencia que en la fossa de les Mariannes, a 11 Km de profunditat sota el
mar, el lloc amb més profunditat de la Terra i on hi ha més pressié atmosférica
del planeta, només s’arriba a uns 1000 Bars de pressio. Aixo representa una
sisena part de la pressié a que estan sotmesos els productes en aquest procés,
i €s comparable a la hipotética pressioé que hi hauria a 60 km sota l'aigua.

="y c S
wjﬂ\- L’__\_ }w’} C'-J'_"'}\':"-.'.‘r’:*n_p-'l‘&'.

Monte Everest
B.850mts
aproximadamente

Fosade
Ias Marianas
11.000mts

- aproximadamente
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Representacio grafica de la profunditat de la fossa de les Mariannes

El sistema de les altes pressions ja s’aplica de fa uns anysa la industria, als
EUA, i ara es comencga a utilitzar a nivell europeu i mundial gracies als bons
resultats que esta donant en les empreses que ['utilitzen.

Per a les empreses, aquest sistema comporta diversos avantatges:

- Els productes tractats en altes pressions tenen una vida util més llarga,
és a dir, disposen d’un marge de caducitat més llarg.Els aliments tenen

una millor qualitat alimentaria i es poden exportar a paisos més llunyans.

- El tractament en altes pressions dels aliments, no n’altera les qualitats

organoléptiques.

- Les altes pressions garanteixen un control suplementari de la qualitat
dels envasos dels aliments, atés que si no estan en perfecte estat, les

altes pressions els deterioren.

Només alguns aliments sdn aptes per ser sotmesos a les altes pressions,
perqué és imprescindible que estiguin dotats dunes caracteristiques
determinades:

- La pressio es transmet als aliments a través de l'aigua i és necessari
que, a més, tinguin aigua lliure en la seva estructura. Han de tenir una

activitat d’aigua superior a 0,850 (en I'escala que vade 0 a 1).

- Els aliments han d’estar envasats d’'una manera determinada perqué
'envas no es deteriori al ser tractat en altes pressions. Han de ser
envasos flexibles, com les ampolles de plastic o envasos al buit i en
atmosfera modificada.
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Aquests dos requisits permeten fer una distincié clara entre els aliments aptes i

els no aptes per ser sotmesos a les altes pressions:

e Aliments aptes per a les altes pressions

o Aliments solids amb alta activitat d’aigua

Productes carnics cuits o curats
Formatges

Peix, marisc i productes marinats
Plats preparats i salses

Fruites i melmelades

Vegetals

o Aliments liquids en ampolla de plastic o envas flexible

Productes lactics
Sucs de fruites i verdures
Begudes bioactives

e Aliments no aptes per a les altes pressions

o Aliments solids amb aire a I'interior

- Paipastissos

o Aliments envasats en envasos completament rigids

-  Envasos de vidre

- Aliments en llauna

o Aliments amb baix contingut d’activitat d’aigua

- Espécies
- Fruits secs

- Farines
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Les altes pressions s’apliquen als aliments una vegada ha finalitzat el seu
procés de produccid, o pocs dies després, perque és el moment en que el
producte té una quantitat menor de microorganismes.Les altes pressions
poden eliminar un gran percentatge de microorganismes i, el fet d’aplicar-les
en aquest determinat moment, fa que es redueixi el creixement exponencial

d’aquests i que I'aliment tardi més en presentar contaminacio.

Quan ha acabat el procés de produccié d’un determinat producte alimentari,
apte per ser tractat en altes pressions, aquest s’envia a la sala 0 a la nau on
hi ha la maquina d’altes pressions per tal d’iniciar el procés de tractament

amb aquest sistema.

Maquina d’altes pressions de la marca Hiperbaric, ubicada a la fabrica Riera de Sant

Esteve d’en Bas, a la Garrotxa
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Per aplicar les altes pressions als aliments, s’han de seguir els passos
seguents:

1. En arribar el producte a la sala, es posa dins d’'uns barrils amb diverses
obertures. La capacitat dels barrils varia segons les dimensions de la
maquina. En aquest cas, la maquina d’altes pressions que s’ha observat
esta dotada de quatre barrils,de capacitat variable, segons la dimensié
de I'envas del producte.

2. Quan el producte és dins dels barrils, aquests es posen automaticament
dins d’'un tanc o bombona d’acer inoxidable de grans dimensions, capag
de resistir les condicions d’altes pressions que hi ha en els seu interior.El
tanc es va omplint d’aigua, aparentment fins a la seva maxima capacitat,
i després comencen a funcionar uns generadors que permeten que
pugui entrar encara més aigua dins de la bombona i aixi fer augmentar
molt la pressié atmosfeérica dins del tanc.

3. Quan la pressié arribaal 6000 Bars, es manté durant un periode de
temps determinat, segons el producte,d’entre 3 i 6 minuts.Aquestes
condicions no deformen ni comprimeixen I'envas perque la pressid, que
es transmet a través de 'aigua que envolta el producte, actua per igual
en tota la seva superficie.Aixo vol dir que les pressions es compensen i
el producte no es comprimeix,ates que la
pressié resultant és zero. En canvi, com
que les pressions també es transmeten
al producte de I'interior de
'envas,afecten els microorganismes que
conté.  Ataquen  especialment la
membrana i la paret cellular, i algunes
proteines concretes imprescindibles per

alseu metabolisme, a més de provocar

canvis genetics.  L.monocytogenesabans i després de HPP
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4. Passat el periode de
temps establert en
cada cas, es fa una
descompressio de
pocs segons i es treu
el producte del tanc
d’aigua.Una part de
laigua utilitzada es
reutilitza i una altra

petita part es perd.

Barrils sortint de la maquina de HPP

5. Quan el producte acaba de sortir del tanc d’aigua presenta una
curiositat:a I'envas es poden veure diverses substancies que s’han
després de laliment. Es tracta de proteines, greixos iliquid que,
passats uns minuts, el producte torna arecuperar. Finalment,I’aliment no
presenta cap diferéncia respectedel seu estatabans de passar per les
altes pressions.

6. Just al sortir de la maquina,
es passa el producte per un
assecador per tal de fer
marxar I'aigua que queda al
voltant de I'envas.L’aliment
esta a punt de quedar
dipositaten el palet
corresponent i s’acaba aixi

el procés de produccio.

En primer terme, la maquina d’assecatge de

I’envas i, al darrere, la part posterior de la
maquina de HPP
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Un avantatge important de tractar
els aliments envasats en altes
pressions és que, al sotmetre’ls a
6000 Bars de pressio, s’identifiquen
els envasos defectuosos.Els
envasos que tenen petits porus, per
on podria contaminar-se ['aliment,
qgueden plens d’aigua i son facilment
detectables. Aquest fet representa
un control suplementari de la

qualitat dels envasos dels aliments.

Envas defectuds, amb porus, que

s’ha omplert d’aigua en el HPP

Les altes pressions també suposen un valor afegiten alguns productes.En el
casdels mariscsdotats d’esquelet extern, com les gambes i els escamarlans, les
altes pressions desactiven una proteina que permet que es pugui treure
'esquelet sense cap dificultat.Al Japd, per exemple,tracten en altes pressions

aliments amb clova, com les ostres, perque es puguin obrir més facilment.

Aquest treball es basa en els productes carnis que poden ser tractats en altes
pressions, com els productes cuits o els curats. En concret, en un aliment cuit
que produeix 'empresa NOEL ALIMENTARIA, SAU de Beguda, a Sant Joan
les Fonts, que es comercialitza amb el nom de “Lacén al horno cortado a mano”

i que, a partir d’ara, anomenaré amb I'abreviatura LHCM.

26



Aliments sota pressio. Estudi microbiologic del tractament en altes pressions del “Lacén”

3. PART PRACTICA

3.1 PROTOCOL

S’estudia el producte LHCMdurant la seva vida util (establerta per NOEL
ALIMENTARIA, SAU en 35 dies), a través de l'analisi microbiologicad’'unes

mostres.
Les variables independents de I'estudi son:

- Si els productes han estat tractats o no en altes pressions
(mostres de control).

- Eltemps que les mostres han estat tractades en 6000 Bars de
pressié: 3, 4 i 6 minuts.

Les variable dependents de I'estudi son:

- La presencia o abséncia de bacteris, en el cas de Salmonel-la i Listeria
monocytogenes,que hi ha en cada mostra de producte.

- La quantitat dels altres bacteris que s’analitzeni que presenta cada

mostra.

L’estudi, a més,es fa per duplicat per tal d’evitar possibles contaminacions
d’algun producte durantles analisis i per tal d’obtenir una mostra més

representativa.

Les variables controlades de I'estudi han de ser el maxim de semblants en
totes les mostresdurant tota la seva vida util. Per aix0, es trencara la cadena de
fred als 15 dies de finalitzat el procés de produccié, per tal de fer una réplica el
més semblant possible de les condicions en qué es trobael producte en el
mercat. Aixi, el trencament de la cadena de fred fara que el producte, durantel
primer ter¢ de la seva vida util, es trobi a 4°C i que, durant els altres dos tergos
de vida util, es trobi a 8°C.
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En I'estudi s’analitza si I'aplicacié d’altes pressions ha eliminat la preséncia de
bacteris patdgens per al consumidor, com la Listeria monocytogenes o la
Salmonel-la. També s’estudia la quantitat de microorganismes que es troben al
producte i que poden afectar la seva qualitat,produint-li alteracions
organoléptiques (lactobacils, enterobacteris i aerobis totals) o contaminant-lo
(Clostridis sulfit-reductors i Staphylococcus aureus).

Totes les variables s’estudien en les mostres de control (no sotmeses a HPP) i
en les sotmeses a altes pressions, i es comparen. També es comparen els

resultats de les diverses mostres tractades 3, 4 i 6 minuts en altes pressions.

3.2 METODOLOGIA

L’estudi microbiologic del LHCMes desenvolupa en mostres d’aquest producte
que repliquen els seus diversos estats durant els 35 dies de vida util. |
s’estableix, tant en mostres tractades en altes pressions durant 3, 4 i 6 minuts,
com en mostres del producte que no hi han estat sotmeses; és a dir, en el que

s’anomenen mostres de control.

3.2.1MATERIAL

Bosses estérils amb filtre, bosses esterils sense filtre, dil-lutor, bunsen, etanol,
tisores, pinces, mastegador, cubilets, diferents medis de cultiu, plaques de
petri, pipeta automatica, tubs d’assaig, cambra frigorifica a 4°C, nevera a 8°C,
autoclau, bany regulat a 50°C, agitador de tubs, estufes a 30°C, 37°C i 42°C,
sembrador automatic, ansa de Kole, aigua destil-lada, lleixiu i miniVIDAS.

3.2.2REACTIUS

Aigua peptonada, agar PCA (Plate Count), agar VRBG (Vermell Bilis Violeta
Glucosa), agar MRS (Man, Rogosa, Sharpe), agar BP (Baird-Parker), agar
IBISA, agar TSC (Tryptose Sulfite Cycloserine), caldo d’enriquiment Half-Fraser
i reactius d’anticossos anti-Listeriamonocytogenes per al miniVIDAS.
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3.2.3PREPARACIO DE LA MOSTRA

La produccié del LHCMesdesenvolupa integrament a la planta NOEL 1 (a la
seu de Beguda):.es talla a ma i, tot seguit,s’envasa en envas d’atmosfera
modificada. El producte envasat es transporta, amb camions dotats de
cambrafrigorifica, fins a la fabrica Riera,a Sant Esteve d’en Bas,que és on esta
ubicada la maquina que tracta els productes en altes pressions.Una vegada
alla,s’agafen 8 mostres abans de passar pel tractament, que corresponen a les
mostres control. Després,es tracta el LHCMen altes pressions, a uns 6000
Bars, durant 3,4 i 6 minuts.Quan s’ha acabat el procés,s’agafen 10 mostres de
cada un dels tractaments (3, 4 i 6 minuts); és a dir, 30 mostres, tenint en
compte que les analisis es fan per duplicat.

Un cop agafades les mostres, es marquen amb els minuts de tractament a que
han estat sotmesos els productes i també els controls. Tot seguit, es tornen,
amb camions amb cambra frigorifica,a la planta NOEL 1. En aquesta planta de
'empresa és on hi ha les instal-lacions del laboratori, i ones guarden les

mostres, en una cambrafrigorifica a una temperatura inferior a 4°C.

Tot seguit,es comencen a fer els estudis microbiologics dels productes en les
diverses fases del tractament i per duplicat. El primer estudi es fa en el periode
1, que correspon al dia 5, és a dir, al cinque dia de la vida util del producte.
Aquest estudi es varepetint cada setmana fins al final de la vida util del
producte i, per tant, les analisis microbioldogiquess’han fet els dies 5, 13,21,27 i
34 del cicle de vida util del LHCM.

Per fer la preparacié de la mostra, es segueix el métode seglent:

Primer de tot, en dos dil-lutorss’obreuna bossa estéril en cadascun, una amb
filtre i laltra sense i, tot seguit,s’encén el bunsen. Les bosses s’identifiquen amb
el codi del producte analitzat i, a continuacio,es tara la mostra. Tot seguit,
s’esterilitzen unes pinces i unes tisores amb etanol i es passen pel
bunsen.Aleshores, s’obre I'envas del producte i es fan talls del producte que
corresponen a totes les parts de l'envas,per tal d’obtenir una mostra més

representativa. Després, es posenen el dil-lutor fins aconseguir un pes de 25
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grams en cadascuna de les bosses. Un dels dil-lutors introdueix la quantitat de

, "f,

i

liqguid  corresponent  d’aigua .

peptonada i [laltredel caldo

d’enriquiment Half-Fraser(en la
bossa en qué s’analitzen les
listeries) fins aconseguir una
dilucié decimal de la -1.Aquesta
dilucié consisteix en qué per una
part de producte li corresponen 9
parts de dilucio; és a dir, que a25
grams de producte li corresponen
225 grams d’aigua peptonada o
de Half-Fraser.

Dil-lutor

A continuacio,es posen les bosses dins del mastegador, que és un aparell que
fa que les particules de la carn passin a estar en suspensié en el medi liquid.
Un cop el mastegador ha acabat, s’identifiquen les plaques de petri necessaries
per a I'estudi i en cadascuna s’hi anota el codi, la dilucié i la quantitat de volum
sembrat que es posa a la mostra.

3.2.4PREPARACIO | US DELS METODES DE CULTIU

Recompte d’aerobis totals
Per realitzar el cultiu en agar PCA, es segueix el procediment segiient:

1. Es prepara la mostra(explicada anteriorment).

2. Es preparen una série de dilucions decimals,segons el periode de
I'estudien qué ens trobem. A mesura que passen dies de la vida util del
producte, més dilucions decimals s’han de fer per poder tenir un resultat
en qué es puguin comptar les colonies en les plaques de petri. En la
placa s’identifica la mostra amb el seu codi corresponent, indicant-hi la
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dilucié decimal que li correspon i el tipus de medi en qué ha estat
sembrat.

S’introdueixa la placa de petri 1 ml de la diluci6 decimal preparada
anteriorment i després s’hi afegeixen15 ml de PCA.

Es barreja el medi fent moviments circulars amb la placa per tal
d’homogeneitzar-lo. Es important no impregnar la superficie de la tapa

en contacte amb el cultiu, quan es fan els moviments circulars.

5. Es deixa solidificar 'agar en una superficie plana.

6. Un cop l'agar esta solidificat es posen les plaques, de cap per avall, a

I'estufa de 30°C durant 48 hores.

Un cop han passat les hores d’incubacidé, es compten les UFC (unitats
formadores de colonies) que s’han format a la placa, sempre que n’hi
hagi un nombre inferior a 300. Per no cometre errors, cal marcar les
colonies que ja han estat comptades amb un retolador. Els resultats
s’introdueixen en uns fulls d’analisi on també s’anoten les condicions en
qué s’ha incubat la placa, el dia que es va sembrar i el producte que s’ha
estudiat.

Les plagues incubades, fets els recomptes,s’esterilitzen a l'autoclau i

s’eliminen.

Recompte d’enterobacteries

Per realitzar el cultiu enVRBG, es segueix el procediment seglent:

1.
2.

3.

Es prepara la mostra(explicada anteriorment).

Es preparen una seérie de dilucions decimals, segons el periode de
'estudien qué ens trobem. A mesura que passen dies de la vida util del
producte, més dilucions decimals s’han de fer per poder tenir un resultat
en qué es puguin comptar les colonies en les plaques de petri. En la
placa s’identifica la mostra amb el seu codi corresponent, indicant-hi la
dilucié decimal que li correspon i el tipus de medi en qué ha estat
sembrat.

S’introdueixa la placa de petri 1 ml de la diluci6 decimal preparada
anteriorment i després s’hi afegeixen 15 ml de VRBG.
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4. Es barreja el medi fent moviments circulars amb la placa per tal
d’homogeneitzar-lo. Es important no impregnar la superficie de la tapa
en contacte amb el cultiu, quan es fan els moviments circulars.

Es deixa solidificar 'agar en una superficie plana.
Un cop l'agar esta solidificat es posen les plaques, de cap per avall, a
I'estufa de 37°C durant 24 hores.

7. Un cop han passat les hores d’'incubacio, es compten les UFC (unitats
formadores de colonies) que s’han format a la placa, sempre que n’hi
hagi un nombre inferior a 300. Per no cometre errors, cal marcar les
colonies que ja han estat comptades amb un retolador. Els resultats
s’introdueixen en uns fulls d’analisi on també s’anoten les condicions en
qué s’ha incubat la placa, el dia que es va sembrar i el producte que s’ha
estudiat.

8. Les plaques incubades, fets els recomptes,s’esterilitzen a l'autoclau i

s’eliminen.

Recompte de lactobacils
Per realitzar el cultiu enMRS, es segueix el procediment seglent:

1. Es prepara la mostra(explicada anteriorment).

2. Es preparen una série de dilucions decimals, segons el periode de
'estudien qué ens trobem. A mesura que passen dies de la vida util del
producte, més dilucions decimals s’han de fer per poder tenir un resultat
en qué es puguin comptar les colonies en les plaques de petri. En la
placa s’identifica la mostra amb el seu codi corresponent, indicant-hi la
dilucié decimal que li correspon i el tipus de medi en qué ha estat
sembrat.

3. S’introdueix a la placa de petri 1 ml de la diluci6 decimal preparada
anteriorment i després s’hi afegeixen15 ml de MRS.

4. Es barreja el medi fent moviments circulars amb la placa per tal
d’homogeneitzar-lo. Es important no impregnar la superficie de la tapa
en contacte amb el cultiu, quan es fan els moviments circulars.

5. Es deixa solidificar 'agar en una superficie plana.
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6. Un cop l'agar esta solidificat es posen les plaques dins d’'una gerra
d’anaerobiosi.

7. Es posa la gerra d’anaerobiosi amb les plaques a I'estufa de 30°C durant
48-72 hores.

8. Un cop han passat les hores d’incubacié, es compten les UFC (unitats
formadores de colonies) que s’han format a la placa, sempre que n’hi

hagi un nombre inferior a
300. Per no cometre errors,
cal marcar les colonies que
ja han estat comptades amb
un retolador.Els resultats
s’introdueixen en uns fulls
d’analisi on també s’anoten
les condicions en qué s’ha
incubat la placa, el dia que
es va sembrar i el producte
que s’ha estudiat.

9. Les plaques incubades, fets
els recomptes, s’esterilitzen

a l'autoclau i s’eliminen. Gerra d’anaerobiosi

Recompte de Staphylococcus aureus

Per realitzar el cultiu en el medi Baird-Parker, que arriba al laboratori preparat
en plaques de petri apunt per a la seva utilitzacio, es segueixel procediment

seguent:

1. Es prepara la mostra(explicada anteriorment).

2. Per sembrar,es posa a la mostra la diluci6 decimal que li correspon.
Després, la mostra es posa dins d’un cubilet esteril que s’introdueix en el
lloc corresponent del sembrador automatic, on una ansa automatica
agafa la quantitat corresponent de dilucio, en aquest cas 100 microlitres.
Es colloca la placa de petri sembrada en Baird-Parker en el lloc
corresponent delsembrador automatic i aquest sembrala dilucié per tota
la placa.
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3. Un cop sembrada la placa, me ————_%
s'indica al sembrador que inicii ’ -

el seu procés de neteja durant el
quall’ansa s’introdueix en lleixiu
i, posteriorment, en aigua
destil-lada per tal que el dil-lutor
esdevingui estéril i no contamini
les proximes plaques que es
sembren,seguint també aquest

mateix proces. Sembrador automatic

La placa sembrada s’introdueix, de cap per avall, a I'estufa de 37°C
durant 48 hores.

Un cop han passat les hores d’incubacio, es compten les UFC (unitats
formadores de colonies) que s’han format a la placa, sempre que n’hi
hagi un nombre inferior a 300. Les colonies de Staphylococcus aureus
s6n colonies rodones i negres amb uns halos transparents al seu voltant.
Per no cometre errors, cal marcar les colonies que ja han estat
comptades amb un retolador. Els resultats s’introdueixen en uns fulls
d’analisi on també s’anoten les condicions en qué s’ha incubat la placa,
el dia que es va sembrar i el producte que s’ha estudiat.

Les plagues incubades, fets els recomptes,s’esterilitzen a I'autoclau i

s’eliminen.

Recompte de Clostridis sulfit-reductors

Per realitzar el cultiu en el medi TSC, que arriba al laboratori preparat en tubs

apunt per a la seva utilitzacio, es segueixel procediment seglent:

1.

Es prepara la mostra(explicada anteriorment).

2. Es preparen una série de dilucions decimals, segons el periode de

I'estudi en qué ens trobem. A mesura que passen dies de la vida util del
producte, més dilucions decimals s’han de fer per poder tenir un resultat
en qué es puguin comptar les colonies en les plaques de petri. En la
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placa s’identifica la mostra amb el seu codi corresponent, indicant-hi la
dilucié decimal que li correspon i el tipus de medi en qué ha estat
sembrat.

. Es disposen els tubs en el medi TSC amb I'agar fos i s’hi introdueix 1 ml

de la dilucié decimal preparada anteriorment.

4. Es deixa solidificar el tub.

5. S’afegeix a cada tub, de manera esteril, oli de vaselina fins aconseguir

una capa d’entre 1 i 2 cm d’amplitud per tal d’obtenir un medi anaerobi.

7. S’incuba el cultiu a I'estufa de 37°C durant 48 hores.

8. Un cop han passatles hores d’incubacio, es compten les UFC (unitats

formadores de colonies) que s’han format al tub, sempre que n’hi hagi un
nombre inferior a 150. Per poder identificar les colonies de Clostridis
sulfit-reductors, es compten les colonies que queden negres a I'agar. Per
no cometre errors, cal marcar les colonies que ja han estat comptades
amb un retolador. Els resultats s’introdueixen en uns fulls d’analisi on
també s’anoten les condicions en que s’ha incubat la placa, el dia que es
va sembrar i el producte que s’ha estudiat.

. Els tubs incubats, fets els recomptes, s’esterilitzen a l'autoclau i

s’eliminen.

Determinacié de Salmonel-la

Per determinar si hi ha presencia o abséncia de Salmonel-la en el producte,es

fa un pre-enriquiment de la bossa d’aigua peptonada i després es cultiva la

mostra del pre-enriquiment en el medi IBISA, que arriba al laboratori preparat

en plaques de petri apunt per a la seva utilitzacié. Es segueixel procediment

seguent:

. Es prepara la mostra(explicada anteriorment).

. S’'incuben les bosses d'aigua peptonada, un cop passades pel
mastegador, durant 24 hores a I'estufa de 42°C.

. Quan s’ha completat el temps d’incubacié del caldo d’aigua peptonada,
es sembra el contingut de la bossa, amb una ansa de Kole, en una placa
de petri que conté el medi IBISA.
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4. Es posen a incubar les plaques, de cap per avall, a I'estufa de 37°C
durant 24 hores.

5. Un cop han passat les hores d’incubacio, es compten les UFC (unitats
formadores de colonies) que s’han format a la placa. Per detectar si hi
ha presencia o no de colonies de Salmonel-la, només cal mirar si en la
placa han crescut colonies de color verddés o blau clar. No cal fer
recompte de les colonies perqué només s’estudia si hi ha presencia o
abséncia deSalmonel-la.

6. Les plaques incubades, un vegada s’ha determinat si hi ha preséncia o

no de Salmonel-la, s’esterilitzen a I'autoclau i s’eliminen.

Determinacié de Listeria monocytogenes

Per determinar si hi ha preséncia o abséncia de Listeria monocytogenes en el
producte,es fa un pre-enriquiment de la bossa que conté el caldo Half-Fraser i
després es passa el caldo pre-enriquit pel miniVIDAS. S’ha seguit el
procediment segient:

1. Es prepara la mostra(explicada anteriorment).

2. S’incuben les bosses amb el contingut del caldo Half-Fraser, un cop
passades pel mastegador, durant 24 hores a I'estufa de 30°C.

3. Quan s’ha completat el temps d’incubacié, s’introdueix, amb una pipeta
automatica, 1 ml del caldo en un tub que conté el medi del caldo Fraser.
Un cop s’ha utilitzat la bossa amb el medi Half-Fraser, s’hiintrodueix
lleixiu perqué quedi esterilitzada i s’elimina.

4. S’incuba el tub Fraser 24 hores a 37°C.

5. Quan s’ha completat el temps d’incubacié del tub Fraser, s’introdueix 1
ml del caldo Fraser dins d’'un cartutx del miniVIDAS. El tub Fraser, un
cop utilitzat,s’esterilitzaa I'autoclau i s’elimina.

6. Es prepara la maquina miniVIDAS, introduint el codi de les mostres per

analitzar
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7. Quan la maquina ha acabat el
procés, dona els resultats en
negatiu si no ha detectat preséncia

de Listeria monocytogenesi en

positiu si n’ha trobat.
8. Elscartutxos utilitzats en el
miniVIDAS, s’esterilitzen a

'autoclau i s’eliminen.

MiniVIDAS
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4. RESULTATS | VALORACIO

4.1 RESULTATS DE L’ESTUDI MICROBIOLOGIC DEL
LHCM TRACTAT EN ALTES PRESSIONS

L’estudi microbiologic del LHCM analitza la contaminacié que hi ha en el
producte sense tractar (control) i en el tractat en altes pressions, en els
diferents periodes d’estudi. Ho he fet per duplicat i per aixd hi ha dues dades de

cada microorganisme.

LHCM SENSE TRACTAR EN ALTES PRESSIONS (CONTROL)

Dies Aerobis totals Enterobacteris Lactobacils S. aureus | Clostridis | Salmonel.la | Listeria
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (Pres/Abs) (Pres/Abs)

5 1,1.10* | 1,2.10* | 4,0 | 1.10"' | 210" | 1,2 | 4.10° | 2.10° | 3,5 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. | Abs. | Abs.

13 210° | 1,7.10° | 52 | <10 <10 0 | 210° | 2.10° | 52 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. | Abs. | Abs.

21 3,6.10° | 2,3.10° | 8,4 | <10 <10 0 | 1.10° | 1.10% | 7,8 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. | Abs. | Abs.

27 | 3,9.10° | 2,7.10° | 9.4 | <10 <10 0 | 310° | 2.10° | 9,3 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. | Abs. | Abs.

Per llegir aquesta taula i les seglents, s’ha de saber que la tercera columna
dels bacteris indicadors, dels aerobis totals, dels enterobacteris i dels
lactobacils, correspon al logaritme de la mitjana dels resultats de les dues

columnes anteriors. Com en el segient exemple:

(1,110 + 1,2110%/2 = 1,15-10% Log(1,15-10%) = 4,06

A la taula anterior es presenten els resultats de I'estudi microbiologic del LHCM
no tractat en altes pressions; és a dir, del grup de mostres de control de
I'estudi.

38




Aliments sota pressio. Estudi microbiologic del tractament en altes pressions del “Lacén”

S’observen uns resultats elevats de bacteris indicadors, sobretot d’aerobis
totals i de lactobacils, que també son aerobis; aquests son els principals
bacteris que actuen en la descomposicié del pernil cuit (i, en aquest cas, del

LHCM). Per tant, és interessant analitzar per separat lactobacils i aerobis totals.

La contaminacié inicial que indica l'alta preséncia d’aquests bacteris es pot
explicar pel fet que hi pot haver un punt critic en el procés de producci6 del
producte, que coincidiria amb el moment del tallat manual del LHCM. Tot i les
rigoroses mesures higiéniques del procés industrial, és gairebé impossible una

flora baixa en bacteris indicadors.

El dia 21 de l'estudi, el LHCM ja presenta uns nivells molt elevats d’aerobis
totals i de lactobacils, superiors a 10°UFC/g. Sén uns nivells a partir dels quals
el producte ja esta en estat de descomposicio i no és apte per al consum huma.
L’estudi, en aquest cas, s’acaba el dia 27 degut a I'alta contaminacié d’aerobis
totals i de lactobacils. En la resta de I'analisi, no hi ha cap resultat a destacar
sobre els bacteris patdgens, ja que no s’observa preséncia de Salmonel-la ni de
Listeria monocytogenes, i tampoc nivells elevats de Staphilococcusaureus ni de

Clostridis sulfit-reductors.
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LHCM TRACTAT 3 MINUTS EN ALTES PRESSIONS

Dies Aerobis totals Enterobacteris Lactobacils S. aureus | Clostridis | Salmonel-la | Listeria
(UFC/g) (UFC/qg) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (Pres/Abs) (Pres/Abs)
5 <10 <10 0 | <10 <10 0 <10 <10 0 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. Abs. | Abs.
13 2.10° 0 32| <10 <10 0o | 3.10° <10 | 3,2 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. Abs. | Abs.
21 510° | 8,5.10* | 53 | <10 | 2,2.10% | 2,2 | 2.10° <10 | 5,2 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. Abs. | Abs.
27 1,410 | 1.10° |69 | 210° | <10 | 32| <10 <10 0 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. Abs. | Abs.
34 | 3810° | 3.10° | 62| <10 <10 0 | 46.10° | 3,6.10* | 43 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. Abs. | Abs.

En aquesta taula de resultats del LHCM tractat 3 minuts en altes pressions,

s’observen uns recomptes inicials baixos d’aerobis totals i de lactobacils. A

partir del dia 27 de vida util del producte, creix el recompte d’aerobis totals pero

no tant el de lactobacils. Aquests nivells marquen l'inici de la pérdua de les

seves propietat organoléptiques i no és recomanable el seu consum perqué

s’inicia la seva descomposicié. Es important destacar que en tota la vida Gtil del

LHCM tractat 3 minuts en altes pressions, no s’ha trobat cap recompte elevat

de bacteris patdogens, ni preséncia de Salmonel-la o deListeria monocytogenes.
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LHCM TRACTAT 4 MINUTS EN ALTES PRESSIONS

Dies Aerobis totals Enterobacteris Lactobacils S. aureus | Clostridis | Salmonel-la | Listeria

(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (Pres/Abs) (Pres/Abs)

5 <10 410" | 14| <10 | <10 | O <10 <10 0 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. | Abs. | Abs.
13

7.10" 310" | 17| <10 | <10 | O <10 <10 0 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. | Abs. | Abs.

21 1,2.10° | 1,4.10* | 39 | <10 <10 | 0 | 2,810° | <10 | 3,1 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. | Abs. | Abs.

27 7.10* | 4.10* | 47| <10 | <10 | O <10 <10 0 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. | Abs. | Abs.

34 | 2210* | 2,210° | 41 | <10 <10 | 0 | 3,8.10° | 2,1.10* | 4,1 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. Abs. | Abs. | Abs.

En la taula de resultats, que correspon al LHCM tractat durant 4 minuts en
altes pressions, els recomptes inicials d’aerobis totals sén molt baixos i els
valors de lactobacils i d’enterobacteris sén minims. Si bé augmenten en el
transcurs de la vida util del producte, sempre es mantenen en uns recomptes
inferiors a 10°UFC/g. Uns valors tan baixos de lactobacils i d’enterobacteris
detectats durant tota la vida util del LHCM, indiquen que les altes pressions els
afecten molt i n'eviten la proliferacié. Es important destacar que no s’han
detectat colonies de Staphylococcus aureus ni de Clostridis sulfit-reductors, i

tampoc preséncia de Salmonel-la ni de Listeria monocytogenes.

Els resultats d’aquest estudi assenyalen que el producte compleix els nivells de

qualitat adequats per introduir-lo al mercat i ser consumit.
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LHCM TRACTAT 6 MINUTS EN ALTES PRESSIONS

Dies Aerobis totals Enterobacteris Lactobacils S. aureus | Clostridis | Salmonel-la | Listeria
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (Pres/Abs) | (Pres/Abs)
5 0 2,6.10° | 2,1 | <10 | <10 | O <10 <10 0 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. | Abs. | Abs. | Abs.
13 0 510" | 14| <10 | <10 | © <10 <10 0 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. | Abs. | Abs. | Abs.
21 2.10° 1.10* | 37| <10 | <10 | © <10 | 2,5.10° | 3,1 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. | Abs. | Abs. | Abs.
27 | 1,5.10° 0 49| <10 | <10 | 0 <10 <10 0 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. | Abs. | Abs. | Abs.
34 | 2,410° | 2,410° | 34 | <10 | <10 | O | 3,8.10° | 2,1.10* | 4,1 | <100 | <100 | <10 | <10 | Abs. | Abs. | Abs. | Abs.

L’dltima taula és la dels resultats obtinguts de I'analisi del LHCM tractat 6
minuts en altes pressions. Els recomptes inicials d’aerobis totals sén molt
baixos i els de lactobacils i d’enterobacteris s6n minims. Al llarg del temps de
vida util, els recomptes augmenten perd es mantenen sempre en nivells
inferiors a 10°UFC/g, que corresponen a un producte que no es troba en procés
de descomposicié i que manté les seves qualitats organoleptiques. En la taula
també s’aprecia que els recomptes de lactobacils s6n molt baixos durant tota la
vida util, igual que en el tractament de 4 minuts, i es pot concloure que les altes
pressions afecten molt I'aparicié de lactobacils. També els enterobacteris
queden afectats per les altes pressions, doncs no se n’han detectat en tot el
periode de vida util. Com en la resta de casos, no s’han detectat colonies de
Staphylococcus aureus ni de Clostridis sulfit-reductors, i tampoc presencia de
Salmonel-la ni de Listeria monocytogenes.

Els resultats d’aquest tractament permeten que el producte compleixi els nivells
de qualitat adequats per introduir-lo al mercat i ser consumit.
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Evolucio dels aerobis totals en els diferents
tractaments
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En aquest grafic sobre els diferents temps de tractament del LHCM es
presenten els aerobis totals en una escala logaritmica, que en aquest cas va de

I'1 al 10,en diferents dies del tractament del producte.

En el grafic s'observa que el tractament més eficagha estatl'aplicacié d’altes
pressions durant 6 minuts.Es tracta del producte que, al final de la seva vida
util,ha resultat menys contaminat, tot i que a uns nivells molt semblants als del
LHCM tractat 4 minuts que, si bé presenta uns nivells inicials inferiors al
producte tractat 6 minuts, al final de la seva vida Gtil en té més que el tractat 6
minuts. En tot cas, ambdds presenten uns bons recomptes d’aerobis totals.

Del producte tractat en altes pressions, el que hi ha estat 3 minuts és el que
presenta uns nivells més alts d’aerobis totals al llarg de la seva vida util,a partir
del dia 27.Es un producte que inicia el seu procés de descomposicié i que perd

les seves qualitats organoléptiques. Tot i que el tractament de 3 minuts no
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éstan eficac com els altres dos tractaments en altes pressions,els resultatsson
molt millors que els obtinguts en els productes sense tractar, o grup de control.
L’estudi del grup control, de fet, es va acabar el dia 27 per I'alta contaminacié
que presentaven els productes. Els nivells elevats d’aerobis mantinguts durant
tot el temps de vida utilprovocaven que el LHCM presentés, ja en aquest

periode, un avancat procés dedescomposicié.

Evolucio dels enterobacteris en els diferents
tractaments
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En el grafic s’observa que els nivells d’enterobacteris en els productes son
baixos, segurament perquéen el procés de produccié del producte s’han
mantingut les condicions higieniques adequades. En els productes tractats 4 i 6
minuts en altes pressions, els nivells sén molt més baixos que en el grup de
control i que en el producte tractat durant 3 minuts. Aquest fetremarca que el
tractament del LHCM en altes pressionscontribueix a la no proliferacio

d’enterobacteris.
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Evolucio dels lactobacils en els diferents
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En el grafic de I'evolucié dels lactobacils en el LHCM, s’observa que la quantitat
de lactobacils del producte tractat durant 6 minuts en altes pressions es manté
a uns nivells baixos durant tota la seva vida util. En els tractament de 4 i 3
minuts,els nivells sén superiors perd es mantenen en la part baixa de la taula.
Contrariament, els nivells del grup de control s6n molt elevats i molt semblants

als nivells observats d’aerobis totals.

Els lactobacils també formen part del conjunt d’aerobis totals i, en el grup de
control,s’observa que els nivells de lactobacils sén semblants als d’aerobis
totals del mateix grup. Aixd vol dir que la majoria d’aerobis totals del producte
sén, precisament, els lactobacils,culpables en bona part de la seva degradacio
(els lactobacils fermenten la lactosa a acid lactic i provoquen acidesa en el
producte). En canvi, en els productes tractats en altes pressions, els nivells de
lactobacils sén inferiors als nivells d’aerobis totals perqué aquest tractament té
un efecte molt significatiu sobre ells, doncs aconsegueix eliminar-los en gran
part. Per aix0, als productes tractats en altes pressions els costa més de perdre

les qualitats organoléeptiques.
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5. CONCLUSIONS

En l'apartat de resultats es fa la valoracié de les analisis microbioldgiques del
LHCM. Indiquen, sobretot, que el tractament del producte en altes pressions
durant 6 minuts és el més efica¢ per reduir la presencia de microorganismes.
Les analisis també deixen constancia de la sensibilitat dels bacteris estudiats,
especialment dels aerobis totals i, més en concret, dels lactobacils, al

tractament en altes pressions.
Es pot contestar la pregunta inicial que plantejava:

e Des del punt de vista microbiologic el tractament en altes pressions és

eficac per allargar la vida util dels aliments.

També es poden revisar les hipotesis formulades al principi:

e Els aliments no tractats en altes pressions presenten uns recomptes
microbioldgics molt més alts que els aliments tractats en altes pressions.

e El tractament en altes pressions durant 6 minuts és el més eficag per
reduir la preséncia de microorganismes en els aliments, pero el
tractament en altes pressions durant 4 minuts és el més rendible a nivell

de reduccié del cost industrial i de reduccié de microorganismes.

En les analisis s’observa que la reduccié de microorganismes en els dos
temps de tractament (4 i 6 minuts) és molt semblant. Si bé ho és més en
el tractament de 6 minuts, la minima diferéncia de resultats podria
justificar la utilitzacié del tractament durant 4 minuts, perqué aquesta
reduccié de temps d'utilitzacié de la maquina podria incidir en el cost

inferior de producci6 total del producte.
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En relaci6 als objectius proposats:

e La comparacié dels resultats de I'analisi microbiologica dels productes
tractats en altes pressions i els no tractats, evidencia que els recomptes
microbioldgics en els productes sense tractar sén molt més elevats que
en els productes sotmesos a les altes pressions, en qualsevol dels
temps d’exposicio.

e Tots els productes, sotmesos o no a altes pressions, han donat uns
recomptes minims de Staphylococcus aureus i de Clostridis sulfit-
reductors, i no s’ha trobat presencia de Listeria monocytogenes ni de
Salmonel-la. Aixo significa que les condicions higiéniques durant tot el
procés de produccié del LHCM han estat molt correctes.

e En els resultats s’ha comprovat que les altes pressions afecten els
aerobis totals i, dins d’aquest grup de bacteris, els lactobacils s’han
mostrat especialment sensibles a aquest tractament. Donat que se sap
que els lactobacils sén uns dels bacteris que més contribueixen a la
pérdua de les qualitats organoleptiques dels aliments (s6n els causants
dela seva acidesa)la seva reduccid contribueix a allargar

considerablement la seva vida Util.

e El tractament del LHCM en altes pressions durant 6 minuts ha estat el
més eficac en la reduccié de microorganismes durant la vida uatil del
LHCM.

e La reduccié de microorganismes en el temps de tractament durant 4 i 6
minuts és molt semblant. En tot cas, la minima diferéncia de resultats
podria justificar la utilitzacié del tractament durant 4 minuts, perqué
aquesta reducci6 de temps d’utilitzacié de la maquina incideix en el cost
inferior de producci6 total del producte.
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I, respecte dels aprenentatges:

e He estudiat el funcionament tedric de I'aplicacié de les altes pressions
als aliments i he seguit directament la seva aplicacié, com a procés de
produccidé industrial, en la fase final de la produccié del LHCM, a la

fabrica Riera de Sant Esteve d’en Bas.

e He aprés les caracteristiques que determinen la idoneitat dels aliments
que poden ser tractats en altes pressions: una activitat d’aigua en la
seva estructura superior a 0,850 (en una escala de 0 a 1) i, en el cas
dels aliments liquids, I'envasat en ampolles de plastic o en envas

flexible.

e He estudiat les caracteristiques dels envasos que proposava Tomas
Boix en el seu treball i he aprofundit en el coneixement especific dels
envasos aptes per resistir les altes pressions: els envasos al buit i els
envasos al buit en atmosfera modificada. L’estudi del LHCM s’ha fet,

concretament,amb el producte envasat al buit en atmosfera modificada.

e He realitzat I'estudi teodric dels microorganismes presents a la carn i he
treballat al laboratori en la preparacié dels cultius i la recollida dels

resultats.

e He desenvolupat I'estudi microbiologic del “Lacon al horno cortado a
mano”, durant el periode d’estada a I'empresa, des de mitjans de juny
fins a finals del mes de juliol de 2012, al laboratori de la seu central de
'empresa NOEL ALIMENTARIA, SAU, de Beguda, al municipi de Sant

Joan les Fonts.
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Finalment, em sembla interessant constatar la rapidesa de [I'evolucio
tecnologica en el camp de la industria alimentaria i la incorporacio del avengos
en els processos de produccidé industrial. Només fa quatre anys, les altes
pressions eren una tecnologia experimental, molt cara com per generalitzar-ne
la implantacié. La maquina que es va instal-lar a la Garrotxa I'abril de 2012,
gracies a la iniciativa i a la col-laboracié de diverses industries del sector carni,
ja incorpora millores respecte dels tractaments de I'any 2008 (6000 Bars enlloc

de 5500),té més capacitat i €és més rendible.

Es clara també la capacitat de la industria per incorporar el canvis necessaris
per adaptar-se a les demandes del mercat. Les industries pateixen intensament
la crisi general d’aquests darrers anys i s’esforcen en buscar solucions que els
permetin estendre la distribucié dels seus productes en mercats nous i
exigents, com els del paisos emergents, per exemple. Aixd fa que destinin
molts recursos a la investigacié de noves tecnologies que els proporcionin la
possibilitat d’assolir nous reptes amb garanties d’éxit. L’exportacié de productes
alimentaris amb les qualitats adequades i una vida util prou llarga és una bona
mostra d’aquesta politica de les empreses.

Per acabar, m’agradaria apuntar algunes vies d’estudi a partir d’aquest treball:

- El valor afegit del tractament en altes pressions d’alguns aliments per a
la seva incorporacio6 en la cuina d’autor.

- L’estudi bioquimic de lefecte de les altes pressions en aliments i
bacteris.

La realitzacié del treball de recerca de batxillerat ha esta una experiencia
intensa que valoro positivament. Ha estat una feina laboriosa a la que he
dedicat moltes hores i que m’ha aportat molts coneixement de biologia, de

quimica i del funcionament del mén de 'empresa.

La Vall de Bianya, 10 d’octubre de 2012
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