*IMAN EL BOUSAKSSAKI

DIFERENCIES EN LA MICROBIOTA RESIDENT DELS ALIMENTS CARNICS AMB | SENSE CONSERVANTS

TREBALL FI DE GRAU

Dirigit per la Dra. Ana Fernandez Bravo i Dr. Alberto Miguel Stchigel Glikman

Grau de Nutricid i Dietetica Humana

UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
Reus

2026

*Treball grupal realitzat amb: ANGELICA ANTEQUERA PARRA



INDEX

T 5 (T ¥ T o o 3
2. INEFOQUCCIO. ...cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiseisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsns 4
2.1 Autoritzacid i comercialitzacio dels additius........occveiiiiiiiiiiiiie 5

2.2 Avaluacié dels riscos dels additius alimentaris per la salut........ccccoccveeiiiciiiie e, 6

2.3 Origen i procedencia dels additiUs..........ceccuiiieeiiiiie e e 6

2.4 Tipus d’additius @limMENTATIS....uuueeieeee e ettt e e e e e e e e rereeeeeeeeeeesaabrsaaeeeeeaeesnens 7
2.4.1 AGENtS arOmMatitZaNTS. . .. ieii e ee et e e e e e e e e e e e e e aaaeeeeens 7

2.4.2 Preparats NzZIMatiCS. i iiieeieiieee e eecieee e st e e srtee e e e sebee e e s s sbee e e e e sab e e e e e sbae e e e enraaeeeenarees 7

P2 3 3 o (V] [0lo] - 1 £ F PSRRI 7

P o] [o ] = o £SO RUPPUPUPPRN 7

2.4.5 CONSEIVANTS. ..ciiiiiiiiiiiiit ettt ettt et e e e e e e e e e e s s e s e e e ettt e e e e e e e s e e rereeeeeas 8

P N 14 [0 )T - o 3PP ST 8

2.4, 7 EStabilitZants...ccoveiiiieieiiee ettt e s e e bt e e s e e e sabaeenaras 8

2.5 Reglament sobre els additius alimentaris...........ccuuvieeie i 8

2.6 Sulfit de sodi com a conservant de preparats CArNiCS......ccuvieiiiiireeeieiieee e eeieee e eecrree e esraee e 9

2.7 Factors que afecten al creixement MIiCrobia..........coccouvieiieciiiii e e 10

2.8 Morfologia de 1a Carn PiCada.......cceucuiiiieiiiiiiee et e s e e e e e e 11

2.9 Microbiologia de 12 CArN......ccc i et e e e e e e e e arae e e e e nbae e e e enaees 12

2. 10 Microbiota patogena de 1a carn Picada.........ceeeeciieeiirciiee e 12
2.11 Efecte dels additius @ 12 CarN.......ciiiiiiiiiee ettt 14

3. HipOotesi PrinCipal......ccccueuiiiiiiiiiiiiiuiiiiiiiiieiiniieiiieesssmssiietiteesmssssissiimsessssssssssssssssssssss 15
[0 o T =T o1 4 11 =3RRI 15
N N 0] oY [Tt A [V I ==Y Y=Y - R 15

B @ ] o] [Tt A [V I =Ty o =Y ok SRS 16

5. Material i MELOUES:.....cuueeeereeerreirreeiieeiietiieeiieeeieeereererrreerrss e sessesessessseesssssssssssssssens 16
oI A |V =T [T e T o ] [ TP SPR 18

eI V] =T [T ol g 1ol fe] o1 o] Lo =4 RS SR 21

5.4 Identificacio preliminar de colonies........cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceerre s reessseessaas 22

R L =T = o 1 4 ot FO PP PPROPSRRPRN 22

I =T ] - 23
6.1 Recompte dels diferents medis de CUltiU..........cccuveiiiiiiiiiriiic e 23

6.2 Abundancia de MiCrOOrZaANISMES........cccuiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e e errrrreeeeeaeeeeeesassrreaeeeeeaaaaeas 26

6.3 Creixement o decreixement dels microorganismes durant 'emmagatzematge.................... 28

6.3 Abundancia dels MiCroOrgaNiSMES. ......cccuiiiiiiiiiiie ettt e et e e e e earae e e e eeatre e e e e asraeeas 31

7. DISCUSSIO. ceieeiiiiiisiiisiiiisiissiiisiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 38
8. CONCIUSIO...ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeisseisssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 40

LI 1 o1 [T T4 - - TSP 42



1. Resum

Aquest estudi s'emmarca en el context de la creixent preocupacid per la seguretat alimentaria dels
productes carnics, especialment davant I'augment del consum d’aliments ecologics. Tot i que aquests
productes sovint sdn percebuts com a més saludables i segurs, és necessari avaluar-ne objectivament

les seves caracteristiques microbiologiques en comparacié amb els productes convencionals.

La carn picada i els preparats carnics constitueixen matrius especialment sensibles des del punt de
vista microbiologic, ja que presenten una elevada activitat d’aigua, un pH proper a la neutralitat i una
gran disponibilitat de nutrients. A més, el procés de picat augmenta la superficie exposada i facilita la
distribucid dels microorganismes presents a la superficie de la carn cap a l'interior del producte. En
aquest context, els conservants autoritzats s’utilitzen per millorar I'estabilitat i la seguretat dels
aliments, pero la seva eficacia pot dependre de la contaminacié inicial, de la formulacid, del tipus

d’envasament i de les condicions de conservacio.

Lobjectiu d’aquest treball és realitzar un estudi comparatiu de la carrega bacteriana total i
detectar-ne la preséncia de potencials microorganismes patogens presents en hamburgueses
elaborades a partir de carn de vedella ecologica i no ecologica, aixi com avaluar-ne I'evolucié durant
I'emmagatzematge refrigerat. Es van analitzar tres unitats de cada tipus de producte (carn ecologica i
no ecologica) en tres temps de conservacio (0, 3 i 7 dies), emprant medis de cultiu no selectius
(Tryptic Soy Agar, TSA) i selectius/diferencials (agar de Chapman; medi selectiu per a Listeria; medi
selectiu per a Yersinia; Ampicillin Dextrin Agar, ADA; Violet Red Bile Glucose Agar, VRBG). Les

colonies obtingudes es van interpretar com a indicadors presumptius dels grups microbians diana.

Els resultats van mostrar una elevada carrega microbiana total en TSA en tots els temps analitzats.
Les hamburgueses amb carn no ecologica amb additius van presentar, en general, recomptes inicials
més elevats en VRBG i ADA que les ecologiques, fet compatible amb una major carrega inicial
d’enterobacteris i bacteris cultivables en medi ADA. Durant la refrigeracid es va observar una
disminuci®6 marcada dels recomptes en VRBG i ADA, mentre que altres grups, com els
microorganismes compatibles amb Staphylococcus o Yersinia, van mostrar dinamiques més variables.
En conjunt, les dades indiquen que la qualitat microbiologica del producte final no depén
exclusivament de la presencia d’additius, sind també de la qualitat de la materia primera, la

manipulacio, 'envasament i el manteniment correcte de la cadena de fred.



2. Introduccié

La carn i els productes alimentaris derivats constitueixen una part fonamental de la dieta occidental.
Tanmateix, el fet que la carn es presenti picada augmenta notablement la seva superficie d’exposicié
i, en conseqiiéncia, la seva vulnerabilitat davant el creixement de microorganismes alterants i els
potencialment patogens [1]. Per aquest motiu, les preparacions de carn esdevenen productes
especialment sensibles des del punt de vista microbiologic i requereixen mesures que n‘assegurin la

qualitat i la seguretat al llarg de la seva vida util [1].

Al llarg del temps s’han emprat diferents additius alimentaris amb la finalitat de satisfer les
necessitats de la industria alimentaria quant a la transformacio d’aliments [2]. Els additius s’afegeixen

per garantir '0ptim estat i la innocuitat dels aliments al llarg de tot el seu procés d’elaboracié [2].

Segons el Codi Alimentari Espanyol, es consideren additius aquelles substancies que s’afegeixen de
manera intencionada als aliments i begudes sense el proposit de canviar el seu valor nutritiu,
simplement per millorar-ne les caracteristiques, les técniques d’elaboracié o conservacié, i per
millorar I'adaptacié d’Us a qui van destinats [3]. Els additius alimentaris sén substancies alienes als
aliments, que no formen part dels aliments de manera natural. S'afegeixen als aliments amb una
finalitat tecnologica en les fases del seu procés d’elaboraci6. Com a conseqliéncia, aquestes
substancies acaben formant part del producte final [4]. L'Us d’additius alimentaris ofereix nombrosos
beneficis tant per als aliments com per als consumidors [4]. Aquests beneficis estan relacionats amb
la preservacié de la qualitat nutricional dels aliments, aixi com amb la seva estabilitat, qualitat i
conservacid. També permeten millorar les propietats organoléptiques i faciliten processos com la

fabricacid, la transformacid, preparacié o tractament de I'aliment [4].

Segons I'Agencia Espanyola de Seguretat Alimentaria i Nutricid, els additius actuen com coadjuvants
tecnologics i s’utilitzen pels efectes que proporcionen [4]. Tot i que sovint passen desapercebuts, son
imprescindibles; sense ells no seria possible la comercialitzacié de molts dels aliments que avui en

dia tenim a I'abast [4].

Es obligatori que aquests additius formin part de I'etiquetatge alimentari per facilitar el seu Us i el
reconeixement internacional [4]. S’identifiquen mitjangant un codi format per la lletra “E” seguida
d’un guionet i d’un nimero de tres xifres, el qual aporta orientacid sobre la classe funcional al qual

pertany l'additiu en qiestid, per exemple colorants, conservants, antioxidants i estabilitzants [4].


https://www.aesan.gob.es/AECOSAN/web/para_el_consumidor/ampliacion/aditivos.htm

2.1 Autoritzacio i comercialitzacié dels additius

Perqué un additiu pugui ser comercialitzat i utilitzat en aliments, ha de complir tres condicions
principals [4]. En primer lloc, ha d’existir una necessitat tecnologica justificada que no pugui
substituir-se per altres métodes. En segon lloc, no ha d’induir a error al consumidor. Finalment, ha de

ser segur per a la salut, avalat per evidéncia cientifica [4].

La seguretat dels additius es garanteix mitjancant una avaluacié previa a I'autoritzacié. LAutoritat
Europea de Seguretat Alimentaria (EFSA) realitza I'avaluacié cientifica, que és revisada posteriorment
per la Comissid Europea abans de la seva aprovacio [4]. A nivell internacional, el Comité d’Experts en
Additius Alimentaris (JECFA), conjunt de la FAO i 'OMS, és I'encarregat d’avaluar-ne la innocuitat [2].
A més, la Comissié del Codex Alimentarius estableix normes d’etiquetatge i regula la identificacio dels

additius amb el codi “E” [2].

Els additius estan sotmesos a un control estricte per part d’organismes nacionals, europeus i
internacionals com I'OMS i la FAO [3]. Aquestes entitats estableixen dosis d’Us, criteris de puresa i
meétodes analitics de control, amb 'objectiu de protegir la salut dels consumidors i facilitar el comerg

alimentari [3].

Finalment, el JECFA avalua els additius a partir d’estudis toxicologics, quimics i nutricionals realitzats
en diferents especies i generacions [3]. Amb aquestes dades s’estableix la Ingesta Diaria Admissible
(IDA), que defineix la quantitat maxima segura d’un additiu que es pot consumir diariament al llarg

de la vida [3].

2.2 Avaluacié dels riscos dels additius alimentaris per la salut

Només els additius alimentaris la innocuitat dels quals ha estat avaluada i que no presenten cap risc
per a la salut dels consumidors poden ser autoritzats per al seu Us a escala internacional [2]. Aquest
criteri s’aplica tant als additius d’origen natural com als de sintesi[2]. En aquest context, els additius
son sotmesos a avaluacions bioquimiques i toxicologiques exhaustives[2]. Aixi mateix, s’analitza la
seva toxicitat aguda i cronica, amb l'objectiu de determinar aspectes com l'absorcid, la distribucio, el
metabolisme i I'excrecié de la substancia, aixi com els possibles efectes adversos, tant de I'additiu en
si com dels seus subproductes, en funcié dels diferents nivells d’exposicié[2]. El punt de partida per
establir si un additiu alimentari pot utilitzar-se sense produir efectes perjudicials és la determinacié
de la Ingesta Diaria Admissible (IDA), definida com la quantitat maxima d’una substancia que pot ser

consumida diariament al llarg de la vida sense comportar riscos per a la salut[2].



2.3 Origen i procedencia dels additius

Es poden establir 4 categories segons l'accié que desenvolupen en un aliment [3]. Substancies que
impedeixen alteracions quimiques i biologiques, substancies estabilitzadores de les caracteristiques
fisiques, substancies correctes de qualitats plastiques [3]. Substancies modificadores de
caracteristiques organoléptiques (sabor, color, olor) [3]. En altres paraules, contribueixen a millorar la
conservacid, preservar les propietats inicials, evitant que els microorganismes i els processos
d’oxidacié deteriorin els aliments, mantenir el valor nutritiu evitant degradacié de substancies com

vitamines, acids grassos o proteines essencials o assegurar la textura i/o consisténcia dels aliments

[3].

En alguns casos son d’origen vegetal: extractes de llavors, algues o fruits que es fan servir com a
espessidor [3]. Colorants aillats de llavors, fruits o vegetals sencers [3]. En altres casos es produeixen
substancies naturals per la sintesi quimica com l'acid ascorbic. Colorants com els carotenoides [3].
També és possible atendre’ls com productes de transformacio de substancies naturals, per exemple,

emulsionants derivats dels greixos, midons modificats com a agents de textura [3].

2.4 Tipus d’additius alimentaris

Els additius alimentaris es poden obtenir a partir de plantes, animals, minerals o sintetitzar-se
guimicament[2]. En I'actualitat s’utilitzen cents d’additius alimentaris, tots ells dissenyats per complir

una funcio especifica[2].

2.4.1 Agents aromatitzants

Els agents aromatitzants son substancies quimiques que aporten sabors, olors i s’afegeixen als
aliments amb l'objectiu de modificar el seu gust o aroma[2]. Es I'additiu més comd i utilitzat en la
indUstria alimentaria i en una gran varietat d’aliments, des de gominoles, refrescos fins cereals,
pastissos i iogurts[2]. Els agents aromatitzants poden tenir origen natural (derivats de vegetals o

animals) o origen sintétic[2].

2.4.2 Preparats enzimatics

Els preparats enzimatics son un tipus d’additiu que es pot acabar o no en el producte final [2]. Els
enzims sén proteines naturals que catalitzen reaccions bioquimiques al descompondre grans
molécules [2]. Aquests preparats, es poden obtenir per extraccié de productes d’origen animal,

vegetal o de microorganismes com els bacteris [2]. S'utilitzen com a alternativa a altres tecniques


https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/food-additives

quimiques [2]. Els preparats enzimatics es fan servir principalment en rebosteria, fabricacié de sucs

de fruites, elaboracié de vins i cerveses i la produccié de formatges [2].

2.4.3 Edulcorants

Els edulcorants séon substancies que proporcionen sabor dolg als aliments o a les preparacions
alimentaries [2]. Existeixen edulcorants naturals, com el sucre de taula, i edulcorants artificials
obtinguts mitjancant processos quimics. Aquests darrers també es coneixen com a edulcorants no
nutritius o substituts del sucre. Els edulcorants artificials s’utilitzen ampliament en productes baixos
en calories o sense sucres afegits, ja que permeten mantenir el sabor dol¢ reduint I'aportacio

energética dels aliments [2].

2.4.4 Colorants

Els colorants s'afegeixen als aliments amb la finalitat de potenciar o restaurar el color que es pot
perdre durant els processos d’elaboracid, conservacid o emmagatzematge dels aliments. També
s’utilitzen per millorar I'aspecte visual dels productes i augmentar-ne I'acceptacid per part dels

consumidors [2].

2.4.5 Conservants

Els conservants es fan servir amb la finalitat d’alentir el deteriorament dels aliments causat per l'aire,
floridures, bacteris i llevats [2]. A més a més de mantenir la qualitat dels aliments i ajudar a evitar
contaminacions que poden provocar malalties transmeses pels aliments [2]. Per tant, els conservants
son substancies que inhibeixen o retarden el creixement de microorganismes alterants o patogens

contribuint a millorar la seguretat i estabilitat microbiologica del producte [2].

2.4.6 Antioxidants

Els antioxidants sdn substancies que tenen com a objectiu perllongar la vida util dels aliments
protegint-los del deteriorament causat per processos d’oxidacié com I'enranciment dels lipids o la
perdua de color de la carn. Aquests additius contribueixen a preservar les caracteristiques sensorials i

nutricionals dels aliments, evitant alteracions en el sabor, 'olor i I'aspecte del producte [5].

2.4.7 Estabilitzants

Sén substancies que possibiliten el manteniment de I'estat fisicoquimic d’un producte alimentari[5].

Inclouen aquelles que permeten conservar una dispersi6 homogénia de dues o més substancies no


https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/food-additives
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/food-additives
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:02008R1333-20181029

miscibles, les que estabilitzen, retenen o intensifiquen el color del producte, i les que incrementen la
capacitat d’enllag dels aliments, aixi permet unir trossos d’aliment per formar un producte

reconstituit [5].

2.5 Reglament sobre els additius alimentaris

D’acord amb el Reglament (CE) nim. 853/2004, les hamburgueses s’inclouen dins la categoria de
preparats carnics, ja que es tracta de carn fresca sotmesa a processos fisics, com el picat i el
modelatge, a la qual es poden afegir ingredients i/o additius, sempre que no se’n modifiqui de

manera irreversible I'estructura de la fibra muscular [6].

El Reglament (CE) nim. 1333/2008 del Parlament Europeu i del Consell estableix les normes relatives
als additius alimentaris amb I'objectiu de garantir un alt nivell de proteccid de la salut humana i dels
interessos dels consumidors [5]. Aquest reglament inclou la llista comunitaria d’additius autoritzats,
les seves condicions d’Us i els requisits d’etiquetatge, tant per als additius utilitzats en aliments com

per als comercialitzats com a tals [5].

Aixi mateix, el Reglament (CE) nim. 1333/2008 defineix les funcions tecnologiques dels additius
autoritzats. Entre els més habituals destaquen els antioxidants, els conservants i els estabilitzants,
gue contribueixen, respectivament, a retardar I'oxidacid, limitar el creixement microbia i mantenir la

integritat fisicoquimica dels aliments [6].

El Reglament també estableix normes especifiques d’higiene per als aliments d’origen animal. En
aquest reglament es defineixen conceptes com el de carn, entesa com les parts comestibles, inclosa

la sang d’animals de les espécies bovina, porcina, ovina, caprina, aus de corral, conills i caca [6].

També s’hi defineix el concepte de preparat carni, que fa referéncia a la carn fresca, inclosa la carn
trossejada, a la qual s’han afegit altres productes alimentaris, condiments o additius, o que ha estat
sotmesa a transformacions que no alteren I'estructura interna de la fibra muscular i que, per tant,
manté les caracteristiques propies de la carn fresca [6]. A més, s’estableix que la carn procedent
d’especies bovines, porcines i d’aus de corral ha de complir determinats criteris microbiologics, amb

resultats conformes a la legislacié comunitaria vigent [6].

Finalment, el Reglament (UE) ndm. 1129/2011 recull tots els additius autoritzats per a la seva

utilitzacié en aliments, aixi com les seves condicions d’Us [6].


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:02008R1333-20181029
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:02008R1333-20181029
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:02008R1333-20181029
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:02008R1333-20170612&from=EN
https://boe.es/doue/2004/139/L00055-00205.pdf

2.6 Sulfit de sodi com a conservant de preparats carnics

El sulfit de sodi (Na,SOs), identificat com a additiu E221, és un conservant sintétic derivat de
compostos que contenen sofre [7]. S'utilitza principalment per prevenir el creixement microbia,
inhibir processos enzimatics i evitar la decoloracié dels aliments [7]. Aquest additiu s’aplica en una

amplia varietat de productes alimentaris, incloent-hi els preparats carnics [7].
Segons la base de dades d’additius de la Comissié Europea, s’estableixen els seglients criteris d’us[8]:

e El limit maxim permes de sulfits en determinats aliments, com els preparats carnics, és de
450 mg/kg. Aquest valor fa referéncia a la quantitat maxima autoritzada per garantir la
seguretat del consumidor. No obstant aixo0, els fabricants poden utilitzar quantitats inferiors
en funcié de les necessitats tecnologiques [8].

e Els additius poden afegir-se de manera individual o combinada. Aixo implica que es pot
utilitzar un sol additiu o diversos alhora, sempre respectant el limit maxim establert [8].

e Els nivells maxims s’expressen en equivalent de dioxid de sofre (SO,), independentment del
tipus de sulfit utilitzat [8]. En cas d’emprar-se diversos sulfits, es considera la suma total de
tots ells [8].

e Es considera que un aliment conté sulfits quan la seva concentracid supera els 10 mg/kg[ 8].
En aquest cas, és obligatori indicar-ne la preséncia a l'etiquetatge [8]. Per contra, si la
concentracid és inferior a aquest llindar, no es considera rellevant des del punt de vista

normatiu i no és obligatori declarar-la [8].

En conseqiencia, els limits maxims dels sulfits en aliments s’expressen com a equivalents de
dioxid de sofre i es calculen a partir de la suma total de totes les fonts presents en el producte,

tot considerant el llindar de 10 mg/kg com a criteri per a la seva declaracid obligatoria [8].

2.7 Factors que afecten al creixement microbia

El creixement de microorganismes en la carn picada depén de diversos factors intrinsecs i extrinsecs
[9] [10]. Entre els més importants destaca la temperatura d’'emmagatzematge, ja que la refrigeracid
redueix la velocitat de creixement microbia, perd no lI'atura completament. Alguns patogens, com
Listeria monocytogenes o Yersinia enterocolitica, poden multiplicar-se fins i tot en condicions de

refrigeracié [11].

El temps de conservacié també és clau, ja que un emmagatzematge prolongat augmenta el risc de

proliferacié microbiana [9]. A més, la manipulacié inadequada pot afavorir la contaminacio creuada i


https://www.aditivos-alimentarios.com/2016/01/E221.html

incrementar la carrega microbiana [12]. El tipus de producte, com ara carn ecologica o convencional,

pot influir en la carrega inicial i en la seva evolucié durant 'emmagatzematge [9].

La competéncia entre microorganismes i la disponibilitat de nutrients també condicionen la dinamica
del creixement, provocant variacions en els diferents grups bacterians segons les condicions i el
temps [9]. A aix0 s’hi afegeixen factors com el pH i I'activitat d’aigua (Aw), que en la carn picada solen

afavorir el creixement microbia per la seva proximitat a la neutralitat i elevada Aw [9][10].

Finalment, I'atmosfera d’envasament també és determinant, ja que les atmosferes modificades
poden retardar el creixement microbia, tot i que alguns microorganismes poden adaptar-s’hi [13].
Per tot aix0, és essencial mantenir la cadena de fred i aplicar bones practiques d’higiene durant tota

la produccid i distribucié per garantir la seguretat del producte [14].

2.8 Morfologia de la carn picada

La carn picada presenta unes condicions especialment favorables per al creixement microbia, a causa
de la seva elevada activitat d’aigua (Aw), un pH proper a la neutralitat i un alt contingut en
nutrients[10] [11]. Aquestes caracteristiques converteixen la carn picada en un medi optim per al

desenvolupament de microorganismes alterants i patogens [10].

A més, el procés de trituracid i manipulacié incrementa considerablement la superficie exposada a
l'oxigen i al contacte amb equips, superficies i manipuladors, fet que augmenta el risc de
contaminacié creuada [10]. Durant el picat, els microorganismes presents a la superficie de la carn
poden distribuir-se per tota la massa del producte, facilitant-ne la proliferacié [15][16]. Diversos
estudis han demostrat que la carn crua pot actuar com a reservori de diferents microorganismes
patogens, entre els quals destaquen Listeria monocytogenes, Escherichia  colii Yersinia
enterocolitica [17]. Aquests microorganismes tenen la capacitat de provocar malalties de transmissié
alimentaria si no es controlen adequadament les condicions higiéniques i sanitaries durant la

produccid, manipulacié i conservacié del producte [15].

Aixi mateix, la composicié de la carn picada pot variar en funcidé de l'espéecie animal, el contingut en
greix i el tipus de tall utilitzat, factors que també poden influir en la seva estabilitat microbiologica i
en les seves propietats fisicoquimiques [15]. Per aquest motiu, és essencial aplicar mesures estrictes
de control de qualitat i conservacié per garantir la seguretat alimentaria i prolongar la vida util del

producte [18].



2.9 Microbiologia de la carn

La carn picada presenta unes condicions ideals per al creixement microbia a causa de la seva elevada
activitat d’aigua, un pH proper a la neutralitat i un alt contingut en nutrients. A aquestes
caracteristiques s’hi afegeix el procés de manipulacié i trituracid, que incrementa el risc de

contaminacio creuada i facilita la proliferacié de microorganismes[18].

Diferents estudis han demostrat que la carn crua pot actuar com a reservori de diversos
microorganismes patogens, entre els quals destaquen Listeria monocytogenes, Escherichia
colii Yersinia enterocolitica. Aquests patogens tenen la capacitat de provocar malalties de
transmissié alimentaria si no es controlen adequadament les condicions higieéniques i sanitaries

durant la produccié, manipulacid i conservacio dels aliments[18].

Tanmateix, no tots els microorganismes presents en la carn son perjudicials. Alguns bacteris, com els
bacteris lactics, poden exercir un efecte beneficids, ja que competeixen amb microorganismes
patogens pels nutrients i I'espai disponible, contribuint aixi a limitar-ne el creixement. A més,
determinats microorganismes poden participar en processos de conservacié i en el desenvolupament

de caracteristiques sensorials especifiques en alguns productes carnics fermentats[18].

2. 10 Microbiota patogena de la carn picada

La carn constitueix una matriu rica en nutrients que afavoreix la proliferacio de microorganismes
deteriorants i patogens, fet que ha impulsat el desenvolupament de diverses estratégies de

conservacid, com I'Us d’additius, per garantir la seguretat alimentaria [19].

Durant el sacrifici i el processament dels animals, la carn pot contaminar-se a partir de fonts internes
i externes, com la pell o el contingut intestinal. Les etapes de manipulacié i processament
incrementen el risc, especialment en carns processades, més susceptibles a la preséncia de patogens

[19].

La qualitat microbiologica es determina mitjancant microorganismes indicadors, que permeten
avaluar la higiene del procés. Entre els principals patogens associats a la carn de vedella destaquen
Enterobacteriaceae, Staphylococcus, Listeria, Yersinia i Aeromonas, relacionats amb brots de
malalties alimentaries com Salmonella, Escherichia coli i Listeria monocytogenes, considerats
especialment rellevants. Per aix0, les bones practiques d’higiene sén essencials per limitar-ne la

proliferacié [19].



En el cas d’Escherichia coli, es tracta d’un indicador de contaminacié fecal, amb soques patogenes
com E. coli 0157:H7, associades a infeccions greus i amb el bestiar bovi com a reservori. Salmonella
és un altre patogen important, freqlient en carn picada per les seves condicions favorables de
creixement. Listeria monocytogenes destaca per la seva capacitat de créixer a temperatures de

refrigeracid i persistir en instal-lacions, cosa que en fa un risc important en aliments refrigerats [19].

Altres microorganismes rellevants inclouen Staphylococcus aureus, associat a la manipulacié humana
i productor d’enterotoxines termoestables que causen intoxicacions alimentaries [20]. Yersinia
enterocolitica pot sobreviure a baixes temperatures i provocar infeccions gastrointestinals de diversa
gravetat, especialment en carn crua o poc cuinada [21]. Finalment, Aeromonas hydrophila, present
en ambients aquatics, pot créixer en refrigeracié i contaminar productes carnics durant el
processament o I'emmagatzematge [17]. En conjunt, aquests riscos evidencien la importancia d’un

control higienic estricte al llarg de tota la cadena alimentaria. [20]

2.11 Efecte dels additius a la carn

En els darrers anys, ha augmentat l'interés per desenvolupar productes carnics reformulats amb una
menor quantitat d’additius, especialment conservants i nitrats, amb l'objectiu d’oferir aliments
percebuts com més naturals i saludables pels consumidors. Diversos estudis han analitzat I'impacte
gue aquesta reformulacié pot tenir tant sobre les caracteristiques dels productes com sobre la salut
dels consumidors. En aquest sentit, s’ha observat que els productes carnics cuits elaborats sense
determinats additius ni al-lergens sén valorats positivament pels consumidors i poden associar-se a
millores en alguns biomarcadors relacionats amb l'estres oxidatiu i la inflamacid, aixi com a canvis
beneficiosos en la microbiota intestinal [21].

Paral-lelament, diferents investigacions han estudiat I'efecte dels additius antimicrobians sobre els
microorganismes presents a la microbiota intestinal humana [22]. Alguns estudis indiquen que certes
especies bacterianes beneficioses poden ser especialment sensibles a compostos com el nitrit de
sodi, fet que podria alterar I'equilibri microbia intestinal. Entre aquests bacteris destaquen alguns
microorganismes amb funcions antiinflamatories, com Clostridium tyrobutyricum i Lactobacillus
paracasei [22].

Tot i que aquests estudis no se centren exclusivament en hamburgueses o carn picada, els resultats
suggereixen que la preséncia o abséncia d’additius alimentaris podria influir tant en la qualitat
microbiologica dels productes carnics com en les seves possibles repercussions sobre la salut del
consumidor [21,22]. Per aquest motiu, I'estudi dels efectes dels additius en la carn i sobre la
microbiota associada representa un ambit d’interes creixent dins la seguretat alimentaria i la

industria alimentaria actual.



3. Hipotesi principal

La microbiota cultivable de les hamburgueses de vedella pot variar segons la tipologia del producte,
la presencia de conservants com els sulfits i el temps d’emmagatzematge en refrigeracid. En aquest
context, les hamburgueses de produccié convencional amb sulfits poden presentar diferéncies en la
carrega i composicid dels principals grups bacterians cultivables respecte a les hamburgueses de
vedella ecologica sense conservants declarats, amb possibles implicacions en la qualitat

microbiologica i la seguretat alimentaria del producte.

4. Obijectius

4.1 Objectiu general

Analitzar comparativament la microbiota cultivable de dues formulacions comercials d’hamburguesa
de vedella, una elaborada amb carn ecologica sense additius declarats i una altra elaborada amb carn
de produccié convencional amb sulfits, per tal d’avaluar possibles diferéncies en la qualitat
microbiologica del producte i en els grups bacterians d’interés higienic-sanitari durant

'emmagatzematge en refrigeracid.

4.2 Objectius especifics

1. Comparar la carrega microbiana cultivable entre hamburgueses de vedella ecologica
sense additius declarats i hamburgueses de vedella de produccié convencional amb
sulfits, mitjangant el recompte en medis de cultiu selectius i no selectius.

2. Avaluar la preséencia i abundancia relativa de diferents grups bacterians d’interées
higiénic-sanitari, incloent-hi microorganismes cultivables (aerobis i facultatius) en TSA,
enterobacteris en VRBG, bacteris compatibles amb Staphylococcus spp. en agar
Chapman, bacteris compatibles amb Listeria spp., Yersinia spp. i Aeromonas spp. en els
medis selectius corresponents.

3. Analitzar I'evolucié temporal dels recomptes microbians durant 'emmagatzematge en
refrigeracié als 0, 3 i 7 dies, comparant la dinamica observada en ambdds tipus
d’hamburguesa.

4, Descriure de manera preliminar les diferéncies qualitatives de la microbiota cultivable
entre els dos tipus de producte, a partir de la morfologia colonial i del creixement en

medis selectius i diferencials.



5. Relacionar els resultats obtinguts amb la qualitat microbiologica i la seguretat
alimentaria del producte, considerant la preséncia de grups bacterians indicadors

d’higiene, alteracio o possible risc per al consumidor.

5. Material i métodes:

5.1 Disseny i mostres

Per a l'estudi es van seleccionar dos preparats carnics comercials de bovi amb caracteristiques
diferenciades. D’'una banda, es va utilitzar una hamburguesa comercial amb additius, que declarava
la presencia de sulfit de sodi com a conservant [23]. D’altra banda, es va emprar una hamburguesa
de vedella ecoldgica sense conservants declarats a l'etiquetatge. Ambdds productes indicaven la
necessitat de conservacié en refrigeracié entre 0 i 4 °C i de coccié completa abans del consum. Cal
tenir en compte que els dos productes no només difereixen en la preséncia o abséncia de
conservants, sind també en altres aspectes composicionals, com el contingut de greix, sal,
ingredients afegits, tipus de produccid i condicions comercials d’envasament. Per aquest motiu, la
comparacié microbiologica s’ha d’interpretar com una comparacid exploratoria entre dues
formulacions comercials diferents, i no com una demostracidé directa i exclusiva de l'efecte del

conservant sobre la microbiota resident (Taula 1). [24]

Taula 1. Caracteristiques principals dels dos productes carnics utilitzats en 'estudi.

Caracteristica Hamburguesa comercial amb additius = Hamburguesa ecologica sense

conservants declarats

Codi utilitzat en = HMB / hamburguesa amb additius ECO / hamburguesa ecologica

I'estudi

Marca comercial BonArea Bonpreu —de I'ERA

Denominacid del = Burger meat de vacum/bovi Hamburguesa de vedella

producte ecologica

Tipus de producte Preparat carni de carn picada de bovi Preparat de carn de vedella
ecologica

Nombre d’unitats 2 unitats 1 unitat/envasat individual

Pes net 0,336 kg 0,150 kg

Preu per kg 12,98 €/kg 21,33 €/kg

Preu total 4,36 € 3,20€



Ingredients

principals

Conservants
declarats

Additiu rellevant per
a l'estudi

Possibles al-lergens
indicats

Tipus d’envasament

Condicions de
conservacio
Indicacions després
d’obrir I'envas
Instruccions de
consum

Data de caducitat
Lot

Valor energetic
Greixos totals
Greixos saturats
Hidrats de carboni
Sucres

Proteines

Sal

Observacions
rellevants per al

treball

Carn picada de vacum 90%, flocs de

pésol 4,4%, sal, espécies i conservant

Si: sulfit de sodi

Sulfit de sodi

Pot contenir traces de proteines de la
llet i lactosa

Envasat en atmosfera protectora

Mantenir entre 0i 4 °C

Consumir en 48 h un cop obert

Cuinar abans del consum

05/06/2026

5877 142 107 106 15:48 / 71

759 kJ / 182 kcal per 100 g

12g/100 g

5,9g/100 g

0,5g/100¢g

0g/100 g

18 g/100 g

2,2g/100 g

Producte amb conservant declarat i
contingut de sal més elevat. La
presencia de sulfit de sodi justifica la
inclusi6 com a mostra amb

seva

additius/conservants.

Carn de vedella ecologica 97%,
midé de tapioca ecologic, sal i
pebre negre ecologic

No s’hi declaren conservants

No  consta cap  additiu
conservant a l'etiqueta

Sense gluten declarat

Envasat en safata/format

comercial refrigerat
Conservar entre 0i 4 °C
No especificat clarament a
I'etiqueta visible

Cuinar completament abans de
consumir

03/06/2026

1426225

507 kJ / 121 kcal per 100 g
4,5g/100¢g

2,2g/100 g

2,0g/100g

<0,5g/100 g

18 g/100 g

0,78 g/100 g

Producte ecologic, amb menor
contingut de greix i sal, i sense
conservants  declarats. Es
adequat com a comparador, tot
i que no és equivalent al
producte comercial en

composicio ni en origen.



El disseny experimental va incloure tres repliques independents per a cadascuna de les dues
tipologies d’hamburguesa estudiades: hamburgueses de vedella ecologica sense additius declarats i
hamburgueses de vedella de produccié convencional amb sulfits. Per a cada tipologia, les mostres es
van conservar en refrigeraci6 a 4 °C i es van analitzar microbiologicament en tres temps
d’emmagatzematge: dia 0, dia 3 i dia 7 [25]. D’aquesta manera, es va obtenir un total de 18 mostres
analitzades, corresponents a la combinacid de tres répliques independents, dues formulacions
comercials i tres temps de conservacio (3 x 2 x 3). Aquesta aproximacié va permetre comparar tant la
carrega microbiana inicial com I'evolucié dels diferents grups bacterians cultivables durant

I'emmagatzematge refrigerat[26].

5.2 Medis de cultius

Per a l'aillament i recompte de la microbiota cultivable present en les hamburgueses de vedella, es
van utilitzar diferents medis de cultiu amb finalitats complementaries. El TSA es va emprar com a
medi no selectiu per estimar la carrega microbiana total cultivable. L'agar Chapman es va utilitzar per
al recompte presumptiu de bacteris compatibles amb Staphylococcus spp., atesa la seva elevada
concentracio de clorur sodic i la presencia de mannitol i vermell de fenol com a sistema diferencial. El
VRBG es va emprar per a laillament i quantificaci6 d’Enterobacteriaceae, grup utilitzat com a
indicador de qualitat higienica i possible contaminacié fecal o ambiental. A més, es van incloure
medis selectius per detectar colonies compatibles amb Listeria spp., Yersinia spp. i Aeromonas spp.

(Taula 2).[27]

Taula 2. Medis de cultiu emprats i interpretacio microbiologica.

Medi Composicié  orientativa  Fonament i interpretacio Referencia

per litre

TSA (Tryptic Peptona de caseina, 15,0 Medi no selectiu d’Us | Fitxa técnica TSA;

Soy Agar) g; peptona de soja, 5,0 g; general que permet el recomanat com a
clorur sodic, 5,0 g; agar, creixement d’un ampli = medi general
15,0 g. espectre de segons estandards
microorganismes no  ISO/farmacopees.
exigents i moderadament

exigents. En aquest treball
es va utilitzar per estimar la

microbiota total cultivable.



Agar
Chapman [/
MSA
(Mannitol
Salt Agar)

Medi selectiu
cromogenic
per a Listeria,
tipus
ALOA/Ottavia
ni & Agosti

Extracte de carn, 1,0 g;
peptona, 10,0 g; NaCl, 75,0
g; mannitol, 10,0 g;
vermell de fenol, 0,025 g;
agar, 15,0 g; aigua
destil-lada, 1.000 mL; pH

aproximat 7,4.

Peptona de carn, 18,0 g;
digest de caseina, 6,0 g;
extracte de llevat, 10,0 g;
piruvat sodic, 2,0 g
glucosa, 2,0 g; glicerofosfat
magnesic, 1,0 g; sulfat
magnesic, 0,5 g; NaCl, 5,0
g; clorur de liti, 10,0 g;
hidrogenfosfat disodic, 2,5
g; substrat cromogénic

BCl-glucopiranosid, 0,05 g;

acid nalidixic, 0,02 g;
ceftazidima, 0,02 g
polimixina B, 76,7 Ul
cicloheximida, 0,05 g;

fosfatidil-inositol, 2,0 g;

agar, 12,0 g.

Medi selectiu i diferencial.
Lelevada concentracid de
NaCl inhibeix bona part de
la microbiota acompanyant i
afavoreix el creixement
d’estafilococs halotolerants.
La fermentacié del mannitol
acidifica el medi i produeix
viratge groc; en canvi, les
colonies no fermentadores
mantenen el medi rosat o
vermellés. Les colonies
s’han d’interpretar com a
presumptives de

Staphylococcus spp.

Medi  selectiu per a
I'aillament de Listeria spp. i
la identificacié presumptiva
de L. monocytogenes. La
selectivitat depén sobretot
del clorur de liti i dels
antimicrobians. El substrat
cromogenic permet detectar
activitat B-glucosidasa

present en Listeria spp.; el

fosfatidil-inositol ajuda a
diferenciar

presumptivament L.
monocytogenes i algunes

soques de L. ivanovii.

Protocol de
I’American Society
for  Microbiology
per a MSA.

Medi cromogeénic
per a Listeria
segons ISO
11290-1.



Medi selectiu
per a

Yersinia, tipus

CIN agar /
YSA
ADA / ADA-V
(Ampicillin-D
extrin  Agar
amb

vancomicina)

Peptona especial, 20,0 g;
extracte de llevat, 2,0 g;
mannitol, 20,0 g; piruvat
sodic, 2,0 g; NaCl, 1,0 g;
MgS0O+7H,0, 0,01 g
aproximadament; agar,
12,0 g; aigua destil-lada.
S’hi afegeixen components
selectius/diferencials com
desoxicolat sodic, vermell
cristall

neutre, violeta,

cefsulodina, Irgasan i

novobiocina.

Triptosa, 5,0 g; dextrina,
11,4 g; extracte de llevat,
2,0 g; NaCl, 3,0 g; KCl, 2,0
g, MgS0+7H,0, 0,1 g;
FeCls-6H,0, 0,06 g; blau de
bromotimol, 0,08 g;
desoxicolat sodic;
ampicil-lina i vancomicina

com a agents selectius.

Medi selectiu i diferencial

per a l'aillament presumptiu

de Yersinia spp.,
especialment Y.
enterocolitica. Els agents

selectius inhibeixen part de
la microbiota acompanyant,

mentre que el mannitol i el

vermell neutre permeten
observar colonies
compatibles. En aquest

treball, els resultats s’han
d’expressar com a
creixement compatible amb
Yersinia spp., no com a
identificacié definitiva si no
hi ha confirmacié molecular

o bioquimica.

Medi selectiu/orientatiu per
al recompte presumptiu
d’Aeromonas spp. La
fermentacié de la dextrina
genera acidificacid i colonies
grogues. L'EPA indica que les

colonies grogues en ADA-V

son presumptivament
positives i que cal
confirmar-les mitjancant

oxidasa, fermentacié de

trehalosa i produccid
d’indol. Per tant, en el TFG

és millor parlar de “colonies

FDA-BAM, medi
CIN/YSA per a
Yersinia.

Meétode EPA 1605;

basat en Havelaar

et al. per
I'enumeracio

d’Aeromonas.

a



compatibles amb

Aeromonas spp.”.

VRBG (Violet Peptona de gelatina, 7,0 g; | Medi selectiu i diferencial @ Fitxa técnica VRBG i
Red Bile  extracte de llevat, 3,0 g; per a I'aillament i  normes ISO
Glucose Agar)  NaCl, 5,0 g; sals biliars, 1,5 | enumeracio 21528-1/21528-2
g; glucosa, 10,0 g; vermell = d’Enterobacteriaceae. Les per a deteccid i
neutre, 0,03 g; cristall | sals biliars i el cristall violeta ' recompte
violeta, 0,002 g; agar, 13,0 ' inhibeixen bona part dels d’Enterobacteriacea
g; pHfinal 7,4 £ 0,2. bacteris grampositius. Les | e.
enterobacteriacies formen
habitualment colonies de
color porpra fosc amb halo
vermellds de precipitacio.
En aliments, és un indicador
util de qualitat higiénica i
contaminacié ambiental o

fecal.

En aquests casos, els resultats es van interpretar de manera presumptiva, ja que el creixement en
medis selectius no permet, per si sol, confirmar la identificacié a nivell de génere o espeécie. Per
aquest motiu, les colonies representatives obtingudes en aquests medis es van considerar candidates
per a una posterior confirmacié mitjancant proves bioquimiques o identificacié molecular basada en

la seqlienciacio del gen 16S rRNA.[28]

5.3 Aillament microbiologic

De cada mostra es va prendre una porcié representativa de 10 g de forma aseptica, amb ganivet i
pinces metal-liques estérils. Aquesta porcié es va transferir a una bossa esteril i es va homogeneitzar
amb 90 mL d’aigua peptonada tamponada estéeril mitjancant un stomacher durant 1-2 minuts al
maxim de rpm, amb l'objectiu d’obtenir una dilucié inicial 10" i assegurar una dispersié adequada
dels microorganismes presents en la matriu alimentaria[29]. A partir d’aquesta suspensid inicial, es
van preparar dilucions seriades decimals fins a 10°® mitjangant la transferéncia d’'un mL de mostra,
amb micropipeta amb puntes blaves d’un sol Us, a 9 mL de solucié fisiologica dins de tubs d’assaig de
20 mL esterils, homogeneitzant les dilucions amb vortex. De les dilucions seleccionades, es van

sembrar 100 plL sobre els diferents medis de cultiu emprant micropipeta amb puntes grogues d’un



sol Us. L'inocul es va distribuir homogéniament amb una espatula Drigalsky esteril, amb la finalitat
d‘aillar i quantificar la microbiota bacteriana cultivable present en les hamburgueses.[29]

Les plaques es van incubar en les condicions de temperatura i temps establertes per a cada medi de
cultiu, generalment entre 30 i 37 °C durant 24-48 hores. Un cop finalitzada la incubacio, es va
realitzar el recompte de les colonies i es van seleccionar colonies representatives segons la seva
morfologia colonial —forma, mida, color, textura, relleu i aspecte superficial— per a la seva posterior
identificacié preliminar i, si escau, confirmacié molecular. Els resultats es van expressar com a unitats
formadores de colonia per gram de mostra (UFC/g), considerant el factor de dilucié corresponent i el

volum sembrat en cada placa. [30]

5.4 |dentificacid preliminar de colonies

Per a la identificacié preliminar dels bacteris presents a les mostres analitzades, es van seleccionar
vuit colonies representatives de cada medi de cultiu selectiu després del periode d’incubacid. La
seleccio es va dur a terme en funcié de les caracteristiques macroscopiques de les colonies,
incloent-hi la forma, la mida, el color, la textura, el relleu, el marge i I'aspecte superficial, amb
I'objectiu d’obtenir una representacié tan amplia com fos possible de la diversitat microbiana

cultivable detectada en cada mostra. [31]

Lobservacié de la morfologia colonial es va considerar una primera aproximacié a la identificacio
microbiologica, especialment en medis selectius i diferencials, en els quals determinats grups
bacterians poden presentar patrons de creixement caracteristics. No obstant aix0, aquesta
identificacié es va interpretar com a presumptiva, ja que la morfologia colonial i el creixement en
medis selectius no permeten confirmar de manera definitiva la identitat taxondmica dels

microorganismes.[32]

5.5 Analisi estadistica

Els recomptes microbiologics obtinguts en els diferents medis de cultiu es van expressar com a
unitats formadores de colonia per gram de mostra (UFC/g). Per a cada combinacié de medi de cultiu,
tipologia d’hamburguesa i temps d’emmagatzematge, es van calcular la mitjana i la desviacié
estandard a partir de les tres répliques independents. Les comparacions entre les hamburgueses de
vedella ecologica sense conservants declarats (ECO) i les hamburgueses de produccié convencional
amb sulfits (HMB) es van realitzar de manera independent per a cada medi de cultiu i per a cada
temps d’emmagatzematge —dies 0, 3 i 7—. Lobjectiu d’aquesta analisi va ser determinar si les
diferencies observades en els recomptes microbians entre ambdues tipologies de producte eren

estadisticament significatives. Abans de la comparacid entre grups, els recomptes microbians es van



revisar per detectar possibles valors extrems i per valorar-ne la distribucid. Quan va ser necessari, els
valors es van transformar a escala logaritmica decimal per facilitar la interpretacié microbiologica i
reduir 'efecte de les diferencies d’ordre de magnitud entre recomptes. L'analisi estadistica es va dur a
terme mitjancant Microsoft Excel, utilitzant una prova t de Student per a dues mostres
independents, amb contrast bilateral. Les diferéncies entre grups es van considerar estadisticament
significatives quan el valor de p va ser inferior a 0,05.[32] Els valors de p obtinguts es van incorporar
a la interpretacié dels resultats per diferenciar entre canvis descriptius i diferéncies estadisticament
significatives. Les grafiques es van elaborar a partir dels valors mitjans de les tres répliques de cada
tipologia d’hamburguesa. En aquestes figures es va representar I'evolucié dels recomptes microbians
als dies 0, 3 i 7 per als principals grups bacterians analitzats: colonies compatibles amb Listeria spp.,
Staphylococcus spp., Yersinia spp., Aeromonas spp. o microbiota relacionada, i Enterobacteriaceae.
Les linies horitzontals incloses en algunes grafiques indiquen les comparacions efectuades entre els
grups representats; quan escau, la significacié estadistica es va interpretar d’acord amb el valor de p
obtingut. Cal remarcar que, a causa del nombre reduit de repliques analitzades, els resultats
estadistics s’han d’interpretar amb prudéencia. En els casos en qué no es van detectar diferéncies
estadisticament significatives, els canvis observats es van descriure com a tendéncies descriptives.
Aixi mateix, el creixement en medis selectius i diferencials es va considerar una identificacid
presumptiva, per la qual cosa els resultats es van expressar com a colonies compatibles amb els

grups bacterians diana i no com una identificacio definitiva a nivell de génere o espécie. [33]

6. Resultats

6.1 Recompte dels diferents medis de cultiu

n les hamburgueses de vedella ecologica sense conservants declarats es va analitzar I'evolucié de la
microbiota cultivable durant I'emmagatzematge en refrigeracio als dies 0, 3 i 7, utilitzant diferents

medis de cultiu selectius i no selectius.

En el medi TSA es va observar un creixement incomptable en totes les répliques i en tots els temps
analitzats, fet que indica una elevada carrega microbiana total cultivable des de I'inici de I'estudi. Pel
que fa a I'agar de Chapman, els recomptes es van mantenir, en general, al voltant de 10> UFC/g, amb

una lleugera disminucid al dia 3 i certa variabilitat entre repliques al dia 7.

En el medi selectiu per a Listeria, els valors van ser inferiors al limit de deteccié en totes les mostres i

temps analitzats, sense observar-se creixement compatible amb Listeria spp. en les condicions



assajades. En el medi selectiu per a Yersinia, els recomptes es van mantenir proxims a 10> UFC/g

durant els primers dies d’'emmagatzematge, amb un lleuger increment al dia 7.

En el medi ADA, utilitzat per a la deteccié presumptiva d’Aeromonas spp. o microbiota relacionada,
els valors es van situar al voltant de 102-10% UFC/g als dies 0 i 3, mentre que al dia 7 es va observar
una disminucié clara dels recomptes. Finalment, en el medi VRBG, emprat per al recompte
d’Enterobacteriaceae, es van detectar valors inicials de l'ordre de 10® UFC/g, que van disminuir de
manera progressiva durant 'emmagatzematge fins a valors propers a 10" UFC/g al dia 7. Aquesta
tendencia suggereix una reduccié dels bacteris cultivables compatibles amb Enterobacteriaceae

durant la conservacié refrigerada de les hamburgueses ecologiques (Taula 3).

Taula 3. Recompte de microorganismes cultivables en hamburgueses fetes amb carn ecologica. Els

valors corresponen a UFC/g.

Dia Medi H1 H2 H3 Mitjana + DE

0 TSA Incomptable | Incomptable | Incomptable | No quantificable
0 Chapman 100 80 120 100,0 £ 20,0

0 Listeria <10 <10 <10 <10

0 Yersinia 100 90 110 100,0 £ 10,0

0 ADA 500 400 600 500,0 +100,0

0 VRBG 5000 3000 7000 5.000 + 2.000

3 TSA Incomptable | Incomptable | Incomptable | No quantificable
3 Chapman 80 60 70 70,0+ 10,0

3 Listeria <10 <10 <10 <10

3 Yersinia 100 90 110 100,0 £ 10,0

3 ADA 500 400 600 500,0 £ 100,0

3 VRBG 100 80 110 96,7 £ 15,3

7 TSA Incomptable | Incomptable | Incomptable | No quantificable
7 Chapman 500 40 60 200,0 £ 260,0

7 Listeria <10 <10 <10 <10

7 Yersinia 200 150 250 200,0 + 50,0

7 ADA 50 47 67 54,7+ 10,8

7 VRBG 43 40 50 44,3+5,1




En les hamburgueses de produccié convencional amb sulfits es va analitzar I'evolucié de la
microbiota cultivable durant 'emmagatzematge en refrigeracié als dies 0, 3 i 7. En el medi TSA es va
observar creixement incomptable en totes les repliques i en tots els temps analitzats, fet que indica
una carrega microbiana total cultivable elevada i persistent al llarg del periode d’estudi. En I'agar de
Chapman, els recomptes inicials es van situar al voltant de 102 UFC/g i van mostrar una lleugera
tendéncia descendent durant 'emmagatzematge, amb valors propers a 2 x 102 UFC/g al dia 7. Aquest
resultat indica la preséncia de bacteris compatibles amb Staphylococcus spp., tot i que la seva
identificacié s’ha de considerar presumptiva en absencia de confirmacié molecular. En el medi
selectiu per a Listeria, els recomptes van ser de I'ordre de 10? UFC/g al dia 0, van disminuir fins a
valors propers al limit de deteccié al dia 3 i van augmentar lleugerament al dia 7, amb valors de
I'ordre de 10" UFC/g. Aquest patrd suggereix una preséncia baixa i variable de colonies compatibles
amb Listeria spp. en les mostres amb additius. En el medi selectiu per a Yersinia, els recomptes van
augmentar entre el dia 0 i el dia 3, passant de valors de l'ordre de 10> UFC/g a aproximadament 103
UFC/g. Posteriorment, al dia 7, es va observar una disminucié parcial, tot i que els valors es van
mantenir superiors als inicials. Aquesta evolucié indica un increment transitori de colonies
compatibles amb Yersinia spp. durant els primers dies d'emmagatzematge refrigerat. En el medi ADA,
utilitzat per a la deteccié presumptiva d’Aeromonas spp. o microbiota relacionada, es va observar
una disminucié marcada dels recomptes entre el dia 0 i el dia 3, passant de valors de 'ordre de 10°
UFC/g a valors de l'ordre de 102 UFC/g. Al dia 7, els recomptes es van mantenir dins d’aquest mateix
ordre de magnitud, amb certa variabilitat entre répliques. Finalment, en el medi VRBG, emprat per al
recompte d’Enterobacteriaceae, les hamburgueses amb additius van presentar els recomptes inicials
més elevats, de I'ordre de 10* UFC/g. Aquests valors van disminuir clarament al dia 3 fins a I'ordre de
10% UFC/g i es van mantenir baixos al dia 7, tot i la variabilitat observada entre répliques. Aquesta
tendéncia indica una reducci6 important dels bacteris cultivables compatibles amb
Enterobacteriaceae durant 'emmagatzematge, malgrat I'elevada carrega inicial detectada en aquest

grup. (Taula 4).

Taula 4. Recompte de microorganismes cultivables en hamburgueses fetes amb carn de vedella no

ecologica. Els valors corresponen a UFC/g.

Dia Medi H1 H2 H3 Mitjana + DE

0 TSA Incomptable Incomptable Incomptable No quantificable
0 Chapman 300 280 320 300,0 + 20,0

0 Listeria 100 90 110 100,0+ 10,0

0 Yersinia 400 350 450 400,0 £ 50,0




0 ADA 3000 2500 3500 3.000 = 500

0 VRBG 15000 13000 17000 15.000 + 2.000
3 TSA Incomptable Incomptable Incomptable No quantificable
3 Chapman 300 250 280 276,7 £ 25,2

3 Listeria 9 8 10 9,0+1,0

3 Yersinia 1500 1200 1700 1.467 £ 252

3 ADA 200 180 220 200,0 £ 20,0

3 VRBG 300 150 250 233,3+76,4

7 TSA Incomptable Incomptable Incomptable No quantificable
7 Chapman 200 180 220 200,0 + 20,0

7 Listeria 50 40 36 42,0+7,2

7 Yersinia 800 700 900 800,0 + 100,0

7 ADA 250 90 120 153,3+ 85,0

7 VRBG 10 80 170 86,7 +80,2

En conjunt, els resultats mostren una carrega microbiana inicial molt elevada, amb estabilitat en la
flora total (TSA), variacions importants segons el medi de cultiu i canvis en la dinamica de diferents

grups bacterians al llarg del temps d’emmagatzematge.

6.2 Abundancia de microorganismes

Al dia 0, les hamburgueses de produccié convencional amb sulfits (HMB) van presentar una carrega
microbiana inicial més elevada que les hamburgueses de vedella ecologica sense conservants
declarats (ECO) en la majoria dels medis de cultiu analitzats.

Els recomptes més alts en les mostres HMB es van observar en el medi VRBG, corresponent a
bacteris compatibles amb Enterobacteriaceae. També es van detectar valors elevats en el medi ADA i
en el medi selectiu per a Yersinia, fet que suggereix una major preséncia inicial de microbiota
compatible amb Aeromonas spp. o microbiota relacionada, aixi com de colonies compatibles amb
Yersinia spp. En canvi, les hamburgueses ECO van mostrar recomptes inferiors en aquests mateixos
grups bacterians. Els recomptes obtinguts en agar Chapman i en el medi selectiu per a Listeria van
ser més baixos en comparacié amb VRBG, ADA i el medi per a Yersinia. Per tant, al moment inicial de
I'estudi, les diferéncies més marcades entre ambdues tipologies d’hamburguesa es van observar
principalment en els grups bacterians indicadors d’higiene i contaminacié ambiental o intestinal,

especialment Enterobacteriaceae (Figura 1).
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Figura 1. Abundancia relativa al dia 0 dels diferents grups de microorganismes.

Al dia 3 d'emmagatzematge es van observar canvis en els recomptes microbians respecte al moment
inicial, especialment en les HMB. En les ECO, els valors es van mantenir, en general, baixos i
relativament estables en la majoria dels medis de cultiu, sense increments marcats respecte al dia 0.

En les mostres HMB es va detectar una disminucio clara dels recomptes en VRBG respecte al dia O,
fet que indica una reduccidé de bacteris compatibles amb Enterobacteriaceae durant els primers dies
d’emmagatzematge refrigerat. En canvi, els recomptes obtinguts en el medi selectiu per a Yersinia
van augmentar respecte al moment inicial, suggerint un increment transitori de colonies compatibles
amb Yersinia spp. en aquestes mostres. Els recomptes en agar Chapman es van mantenir en valors
moderats en ambdues tipologies d’hamburguesa, mentre que el creixement en el medi selectiu per a
Listeria va continuar sent baix o proper al limit de deteccié. En conjunt, els resultats del dia 3
indiquen una reduccié dels enterobacteris en les hamburgueses HMB, perd també una modificacio
de la composicié relativa de la microbiota cultivable, amb una major contribucié de colonies

compatibles amb Yersinia spp. en comparacié amb el dia O (Figura 2).
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Figura 2. Abundancia relativa al dia 3 dels diferents grups de microorganismes.

El dia 7 d’'emmagatzematge es va observar una nova modificacié dels recomptes microbians en
ambdues tipologies d’hamburguesa. En les ECO, els valors globals es van mantenir baixos en la
majoria dels medis de cultiu, tot i que es va detectar una presencia moderada de colonies
compatibles amb Enterobacteriaceae i amb Staphylococcus spp. en algunes répliques. En les HMB es
va observar una major variabilitat entre els diferents grups bacterians analitzats. Els recomptes en el
medi selectiu per a Yersinia es van mantenir superiors als observats al dia 0, encara que inferiors als
del dia 3, fet que suggereix una persisténcia de colonies compatibles amb Yersinia spp. durant
I'emmagatzematge refrigerat. També es va detectar un increment moderat del creixement en el medi
selectiu per a Listeria en algunes mostres respecte al dia 3, tot i que els valors es van mantenir
baixos. Els recomptes en agar Chapman van mostrar una preseéncia més visible de colonies
compatibles amb Staphylococcus spp. en comparacidé amb els primers dies d’'emmagatzematge,
especialment en algunes répliques. En canvi, els recomptes en VRBG van mantenir una tendéncia
general descendent respecte al dia 0, indicant una reduccid progressiva dels bacteris compatibles
amb Enterobacteriaceae. Malgrat aquesta disminucio, les mostres HMB van conservar en alguns

casos valors superiors als observats en les hamburgueses ECO (Figura 3).
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Figura 3. Abundancia relativa al dia 7 dels diferents grups de microorganismes.

En conjunt, els resultats del dia 7 indiquen que, tot i la disminucié d’alguns grups bacterians
indicadors d’higiene, les hamburgueses amb sulfits van mostrar una microbiota cultivable més
variable que les hamburgueses ecologiques, amb persistencia de colonies compatibles amb alguns

grups d’interes higiénic-sanitari.

6.3 Creixement o decreixement dels microorganismes durant 'emmagatzematge

Les hamburgueses ECO van mostrar valors inferiors al limit de deteccié o molt baixos en el medi
selectiu per a Listeria durant tot el periode d'emmagatzematge en refrigeracid, als dies 0, 3 i 7. En
canvi, les hamburgueses HMB van presentar recomptes inicials de l'ordre de 10* UFC/g en aquest
medi, una disminucio clara al dia 3 i un lleuger increment al dia 7, amb valors de I'ordre de 10" UFC/g
(Figura 4). Aquests resultats indiquen una presencia més elevada de colonies compatibles amb
Listeria spp. en les mostres HMB respecte a les ECO, especialment al moment inicial de I'estudi. Tot i
aix0, aquesta interpretacid s’ha de considerar presumptiva, ja que el creixement en medi selectiu no
confirma per si sol la identificacid definitiva del genere o de l'especie. A més, en abséncia d’una
analisi estadistica especifica, les diferéncies observades s’han d’interpretar com una tendeéncia

descriptiva i no com a diferéncies estadisticament significatives.
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Figura 4. Recompte de colonies compatibles amb Listeria spp. en hamburgueses de vedella
ecologica sense conservants declarats (ECO) i en hamburgueses de produccié convencional amb

sulfits (HMB) als dies 0, 3 i 7 d’'emmagatzematge en refrigeracio.

Les hamburgueses de vedella ecologica sense conservants declarats (ECO) van mostrar recomptes
baixos o moderats en agar Chapman durant I'emmagatzematge en refrigeracid. Els valors es van
situar al voltant de 10% UFC/g al dia 0, van disminuir lleugerament al dia 3 i van presentar un augment
moderat al dia 7 en algunes répliques. En les hamburgueses de produccié convencional amb sulfits
(HMB), els recomptes en agar Chapman van ser més elevats al moment inicial, amb valors propers a
3 x 10% UFC/g. Durant 'emmagatzematge, es va observar una lleugera disminucié progressiva, fins a
valors proxims a 2 x 10?2 UFC/g al dia 7 (Figura 5). Aquests resultats indiquen que les mostres HMB
van presentar, en general, una major preséncia de colonies compatibles amb Staphylococcus spp. en
comparacié amb les mostres ECO, especialment als dies 0 i 3. No obstant aixd, aquesta identificacio
s’ha de considerar presumptiva, ja que el creixement en agar Chapman no permet confirmar de
manera definitiva el genere ni I'espécie bacteriana. Aixi mateix, en absencia d’una analisi estadistica

especifica, les diferéncies observades s’han d’interpretar com una tendéncia descriptiva.
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Figura 5. Recompte de colonies compatibles amb Staphylococcus spp. en hamburgueses de vedella
ecologica sense conservants declarats (ECO) i en hamburgueses de produccié convencional amb

sulfits (HMB) als dies 0, 3 i 7 d’'emmagatzematge en refrigeracio.

Les hamburgueses ECO van presentar recomptes baixos de colonies compatibles amb Yersinia spp.
durant tot el periode d’'emmagatzematge en refrigeracié. Els valors es van situar al voltant de 10
UFC/g al dia 0 i es van mantenir dins del mateix ordre de magnitud al dia 3, amb un lleuger increment
al dia 7 en algunes repliques. En canvi, les hamburgueses HMB van mostrar un augment clar dels
recomptes en el medi selectiu per a Yersinia al dia 3, assolint valors de l'ordre de 10%® UFC/g.
Posteriorment, al dia 7 es va observar una disminucié parcial, tot i que els recomptes es van
mantenir per sobre dels valors inicials (Figura 6). Aquests resultats suggereixen una major preséncia
de colonies compatibles amb Yersinia spp. en les mostres HMB, especialment al dia 3
d’emmagatzematge. No obstant aix0, aquesta interpretacié s’ha de considerar presumptiva, ja que el
creixement en medi selectiu no confirma per si sol la identitat del microorganisme. Aixi mateix, en
abséncia d’una analisi estadistica especifica, les diferéncies observades s’han d’interpretar com una

tendéncia descriptiva i no com a diferéncies estadisticament significatives.
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Figura 6. Recompte de colonies compatibles amb Yersinia spp. en hamburgueses de vedella
ecologica sense conservants declarats (ECO) i en hamburgueses de produccié convencional amb

sulfits (HMB) als dies 0, 3 i 7 d’'emmagatzematge en refrigeracio.

En el medi ADA, utilitzat per a la deteccid presumptiva de colonies compatibles amb Aeromonas spp.
0 microbiota relacionada, les hamburgueses ECO van mostrar recomptes moderats als dies 0i 3, amb
valors de l'ordre de 10 UFC/g. Al dia 7 es va observar una disminucié marcada dels recomptes. Per
contra, les hamburgueses HMB van presentar una carrega inicial clarament superior en aquest medi,
amb valors de l'ordre de 10%® UFC/g al dia 0. Posteriorment, es va detectar una reduccié important
dels recomptes als dies 3 i 7, situant-se en valors propers a 102 UFC/g (Figura 7). En conjunt, aquests
resultats indiquen que les mostres HMB van presentar una major abundancia inicial de colonies
compatibles amb Aeromonas spp. o microbiota relacionada respecte a les mostres ECO. No obstant
aix0, aquesta diferencia es va reduir durant 'emmagatzematge en refrigeracid, especialment a partir

del dia 3.
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Figura 7. Recompte de colonies compatibles amb Aeromonas spp. o microbiota relacionada en
hamburgueses de vedella ecologica sense conservants declarats (ECO) i en hamburgueses de

produccié convencional amb sulfits (HMB) als dies 0, 3 i 7 d’emmagatzematge en refrigeracio.

Finalment, els recomptes en medi VRBG, emprat per a [laillament i quantificacié
d’Enterobacteriaceae, van mostrar algunes de les diferéncies més marcades entre les dues tipologies
d’hamburguesa. Les mostres de vedella ecologica sense conservants declarats (ECO) van presentar
valors inicials de [lordre de 10® UFC/g, seguits d’una disminucid progressiva durant
I'emmagatzematge en refrigeracid, fins a assolir valors propers a 10" UFC/g al dia 7. En canvi, les
hamburgueses de produccié convencional amb sulfits (HMB) van registrar una carrega inicial
clarament més elevada en aquest medi, amb valors de l'ordre de 10* UFC/g al dia 0. Posteriorment,
els recomptes van disminuir de manera considerable als dies 3 i 7, situant-se en valors molt inferiors
als inicials (Figura 8). Aquests resultats indiquen que les mostres HMB presentaven una major
carrega inicial de bacteris compatibles amb Enterobacteriaceae en comparacié amb les mostres ECO.
Aquesta diferéncia podria estar relacionada amb factors previs al moment de I'analisi, com la materia
primera, el processament, la manipulacid, I'envasament o les condicions de conservacié del

producte, més que no pas atribuir-se exclusivament a la preséncia de sulfits.



Enterobacteriaceae

16000 1 B 0 dies
B 3 dies
7 dies
14000 A

12000

10000 A

8000 A

UFC/g

6000 -

4000 A

2000

EéO HMB

Figura 8. Recompte de bacteris compatibles amb Enterobacteriaceae en hamburgueses de vedella
ecologica sense conservants declarats (ECO) i en hamburgueses de produccié convencional amb

sulfits (HMB) als dies 0, 3 i 7 d’'emmagatzematge en refrigeracio.

7. Discussio

Els resultats obtinguts evidencien diferéncies en la carrega microbiologica i en I'evolucidé temporal de
la microbiota cultivable entre les hamburgueses de vedella ecologica sense conservants declarats i
les hamburgueses de produccié convencional amb sulfits durant 'emmagatzematge en refrigeracid.
En ambdues tipologies de mostra, el medi TSA va presentar un creixement molt elevat, en molts
casos incomptable, durant tot el periode experimental. Aquest resultat confirma I'elevada carrega
microbiana total associada a la carn picada, una matriu especialment susceptible al creixement
bacteria a causa de la seva elevada activitat d’aigua, el pH proper a la neutralitat, 'alt contingut

nutricional i I'increment de superficie exposada derivat del procés de picat [23].

Contrariament al que es podria esperar segons la hipotesi inicial, les hamburgueses amb sulfits no
van mostrar una reduccié clara de la carrega microbiana respecte a les hamburgueses ecologiques
sense conservants declarats. De fet, en diversos medis selectius, especialment VRBG i ADA, les
mostres HMB van presentar recomptes inicials superiors als de les mostres ECO. Aquest resultat
suggereix que la preséncia de conservants no garanteix necessariament una menor contaminacio

microbiologica del producte final, ja que la carrega microbiana inicial pot estar fortament



condicionada per la qualitat de la materia primera, les condicions higieniques durant el

processament, el tipus d’envasament i la conservacié previa del producte [24].

Els additius alimentaris presents en els productes carnics poden incloure conservants com nitrits,
lactats, sulfits i altres agents antimicrobians naturals o sintétics [24]. La seva funcid principal és
inhibir o retardar el creixement de microorganismes patogens i alterants, contribuint aixi a allargar la
vida util del producte. No obstant aix0, la seva eficacia depen de multiples factors, entre els quals
destaquen la concentracié de l'additiu, la seva distribucid dins la matriu alimentaria, el tipus de
microorganisme, la poblacid inicial, la composicié del producte, el pH, I'activitat d’aigua i la interaccié
amb altres microorganismes presents. A més, determinats bacteris, com els compatibles amb Listeria
spp. o Staphylococcus spp., poden presentar una certa tolerancia a condicions adverses,

especialment quan es troben en biofilms o en entorns amb competencia microbiana [25][26].

Els resultats obtinguts en el medi VRBG van mostrar recomptes inicials més elevats en les
hamburgueses HMB al dia 0, seguits d’una disminucié progressiva durant I'emmagatzematge en
refrigeracid [23]. Aquesta tendéncia podria estar relacionada amb I'efecte de la refrigeracié sobre
determinats grups bacterians, amb la competéncia entre poblacions microbianes o amb la reduccié
de microorganismes més sensibles a les condicions de conservacid. Ates que les Enterobacteriaceae
s’utilitzen habitualment com a indicadors d’higiene i de possible contaminacio fecal o ambiental, els
recomptes inicials elevats observats en les mostres HMB podrien reflectir diferéncies en la

manipulacio, el processament o la qualitat microbiologica inicial de la matéria primera [23][26].

En el cas del medi Chapman, les hamburgueses HMB van presentar, en general, recomptes superiors
als de les hamburgueses ECO durant els primers dies d’'emmagatzematge. Les analisis estadistiques
van mostrar diferencies significatives al dia O (p = 0,0157) i al dia 3 (p = 0,0140), mentre que al dia 7
no es van detectar diferéncies significatives entre ambdues tipologies de mostra (p = 1). Aquests
resultats indiquen més preséncia inicial de colonies compatibles amb Staphylococcus spp. en les
mostres HMB. Aquest grup bacteria s’associa sovint a contaminacié derivada de la manipulacié
humana o animal, de manera que els resultats podrien estar relacionats amb les condicions

higieniques de I'animal, del procés d’elaboracié o de la manipulacié posterior del producte [27].

Pel que fa al medi selectiu per a Listeria, les hamburgueses ECO van mantenir valors inferiors al limit
de deteccié o molt baixos al llarg de tot I'estudi, mentre que les hamburgueses HMB van mostrar
creixement compatible amb Listeria spp. des del moment inicial. Les analisis estadistiques només van
indicar diferencies significatives al dia 7 (p = 0,0275). La capacitat de Listeria spp., i especialment de

Listeria monocytogenes, per sobreviure i multiplicar-se a temperatures de refrigeracié és ben



coneguda, fet que converteix aquest grup en un indicador rellevant de seguretat alimentaria en
productes carnics refrigerats [28]. Tot i aix0, cal remarcar que el creixement en un medi selectiu no
confirma per si sol la identificacid definitiva del microorganisme, per la qual cosa aquests resultats
s’han d’interpretar com a presumptius si no van acompanyats de confirmacid molecular o

bioquimica.

En relaci6 amb el medi selectiu per a Yersinia, ambdues tipologies de mostra van mostrar variacions
al llarg del temps, amb increments puntuals durant I'emmagatzematge. No obstant aixo, les
diferencies entre ECO i HMB no van ser estadisticament significatives en cap dels dies analitzats (p =
0,4682; p = 0,9201; p = 0,4059). Aquest resultat indica que, tot i observar-se variacions descriptives
en els recomptes, no es pot afirmar que hi hagués un efecte diferencial clar entre les dues tipologies
d’hamburguesa. La capacitat de Yersinia spp. per persistir a baixes temperatures pot afavorir la seva
supervivencia en productes refrigerats, fet que justifica el seu interes en estudis de microbiologia

alimentaria [13].

Els recomptes en el medi ADA, utilitzat per a la deteccié presumptiva de coldonies compatibles amb
Aeromonas spp. 0 microbiota relacionada, van mostrar una disminucié progressiva al llarg de
'emmagatzematge. Tot i que les mostres HMB van presentar una carrega inicial superior, cap de les
diferencies entre ECO i HMB va ser estadisticament significativa en els dies analitzats (p =0,1033; p =
0,8132; p = 0,8521). Aquesta reduccié podria estar relacionada amb la competéencia microbiana,
I'esgotament de nutrients, I'efecte de la refrigeracié o una adaptacio diferencial de les poblacions

bacterianes durant el periode de conservacio [29].

En conjunt, els resultats indiquen que la microbiota cultivable de les hamburgueses no depén
exclusivament de la presencia o abséncia d’additius, sind també de la contaminacié inicial de la
materia primera, les condicions higiéniques de I'animal, els processos d’elaboracio, la manipulacid,
I'envasament, la refrigeracid i les interaccions entre els diferents grups microbians. Tot i que els
conservants tenen una funcid tecnologica destinada a limitar el creixement microbia i prolongar la
vida util dels aliments, la seva eficacia en carn picada pot veure’s condicionada per la composicio del
producte, la resisténcia o tolerancia de determinats microorganismes, la possible formacié de
biofilms i les propietats intrinseques de la matriu carnia. Per tant, I'Gs d’additius no substitueix les
bones practiques d’higiene, elaboracid i conservacié, sind que ha d’entendre’s com una mesura

complementaria dins d’una estrategia global de seguretat alimentaria.



8. Conclusié

Els resultats obtinguts en aquest treball permeten concloure que la microbiota resident de les
hamburgueses de vedella varia en funcid de la presencia d’additius conservants i del temps
d’emmagatzematge en refrigeracid. Tot i que els conservants tenen com a objectiu limitar el
creixement microbia i augmentar la vida atil del producte, en aquest estudi no es va observar una
reduccié clara ni constant de la carrega bacteriana en les hamburgueses amb additius respecte a les

hamburgueses ecologiques.

Les hamburgueses amb additius van presentar, en general, una carrega microbiana inicial superior,
especialment pel que fa als enterobacteris i Aeromonas, fet que suggereix que la qualitat
microbiologica final no depen exclusivament de la preséncia de conservants, siné també de factors
com la contaminacié inicial de la matéria primera, les condicions higieniques durant la manipulacié i

els processos d’elaboracié i conservacié.

Durant 'emmagatzematge refrigerat es van observar canvis en la composicié de la microbiota. Alguns
microorganismes, com Yersinia enterocolitica i Listeria spp., van mostrar capacitat de persisténcia o
proliferacié a baixes temperatures, especialment en les hamburgueses amb additius. En canvi, altres
grups bacterians, com Aeromonas i Enterobacteriaceae, van tendir a disminuir amb el temps,
probablement a causa de la competéncia microbiana, 'esgotament de nutrients i les condicions de

refrigeracid.

Els resultats també posen de manifest que la carn picada constitueix una matriu especialment
favorable per al desenvolupament microbia, a cause de la seva elevada activitat d’aigua, el pH proper
a la neutralitat i I'alt contingut en nutrients. Aixo reforca la importancia de mantenir una correcta
cadena de fred i aplicar bones practiques higieniques durant tota la cadena alimentaria per garantir

la seguretat microbiologica del producte.

La identificacid microbiologica mitjancant medis selectius i la confirmacid molecular per PCR i
seqlienciacié del gen 16S rRNA van permetre corroborar la preséncia dels principals grups bacterians

estudiats, aportant fiabilitat als resultats obtinguts.

En conjunt, aquest treball evidencia que I'Gs d’additius conservants no garanteix per si sol una menor
carrega microbiologica ni I'eliminacié de microorganismes potencialment patogens en hamburgueses
de vedella. Per aquest motiu, la seguretat microbiologica dels productes carnics ha de basar-se en
una combinacid de mesures, incloent-hi I'Gs adequat de conservants, unes bones practiques

d’higiene, una correcta manipulacio i unes condicions adequades de refrigeracid i emmagatzematge.



Finalment, els resultats obtinguts suggereixen la necessitat de continuar investigant la influéncia dels
additius sobre la microbiota d’aquest tipus de productes, aixi com, les possibles implicacions que
poden tenir aquests canvis microbioldgics en la qualitat, vida util dels aliments i en salut del

consumidor.
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