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1.1 Subproductes d’origen animal

Les indUstries carnies generen una quantitat important de subproductes, entenent com
a tals "tots aquells amb valor economic potencial, excloent la canal, que es deriven
incidentalment del sacrifici de l'animal® (Booren i Weiss, 1988), que tenen
caracteristiques fisiques i quimiques aptes per a usos industrials i que generalment estan
infrautilitzats o no s'aprofiten. Aquest fet, tenint en compte que els subproductes,
comestibles o no fFigura 1.1), representen una part important del pes viu de I'animal,
suposa no només la pérdua d'una font potencial d'ingressos, sin6 també una despesa
econdmica afegida degut a la inversid que requereixen els processos d'eliminacié i/o
disminucié del seu impacte contaminant.

Figura 1.1. Subproductes d'indUstries carnies

| ANIMAL |
| SUBPRODUCTES | CARN
— no comestibles |—(:omestibles —

I _ _ .
productes pell 0Ss0s Alim. humana Alim. animal
farmaceéutics (pell, pél) §|
(heparina, insulina) Esterilitzats Assecats

per calor
! |
refrigerats congelats processats
(ronyons, fetge, sang) (fetge)
I I
per calor quimicament
assecats
(sang en pols, llengua) (tripa) (budells, gelatina)

Font: Swingler, 1982.

La composici6 de molts d'aquests subproductes (proteines, greix, sucres i sals
minerals) fa que es puguin considerar una matéria primera excel-lent per a l'obtencio
d'altres tipus de productes, sobretot per a la indUstria alimentaria i amb un mercat
creixent en la indUstria cosmetica i farmaceutica (Taula 1.1). En la majoria dels casos es
tracta de substrats de valor nutritiu considerable i que, convenientment manipulats, no
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haurien de suposar riscos ja que provenen de matéries d'Us alimentari i, per tant, podrien
ser utilitzats per a l'alimentacié humana. Es ldgic doncs, considerar I'animal com a una
font no només de carn, siné també d'aquests subproductes amb valor productiu 0 si més
no valoritzables.

En la taula 1.1 es relacionen les diferents possibilitats d'aprofitament de subproductes
d’'origen animal. El seu processament amb I'objectiu d'obtenir productes amb valor afegit
ajuda, per una banda, a rendibilitzar els processos de recuperacio, i al mateix temps
permet reciclar unes matéries que en alguns casos sOn altament contaminants.
Tanmateix, perd, encara no s'ha arribat a una soluci6 practica per canalitzar la
superproduccié de molts d’aquests productes laterals que es deriven d'una activitat tan
important a Catalunya com és el sacrifici del bestiar en els escorxadors industrials.

Taula 1.1. Algunes aplicacions de subproductes d’origen animal

1)
)
©)

4
®)

(6)
7
8
©

(10)
11)
12)
(13)
(14)

(15)
(16)
7
(18)
19)

Menuts per al consum huma.

Greixos comestibles per a la fabricacié de margarines, dolgos i xiclets.

Ossos, provinents del desossat mecanic per elaborar carns tendres, utilitzats en la fabricacio
de sopes, botons, manecs de ganivets, farina d'ossos, diferents varietats de ceramica o en el
refinament del sucre.

Sang per al consum huma, per fabricar farina de sang, adhesius o fertilitzants.

Glicerol per a molts usos industrials (fabricacié de nitroglicerina, bases de cremes, dissolvents,
excipients per a medicaments, conservadors alimentaris, plastificants o humectants).

Intestins per a tripes d’embotits, cordes d’'instruments musicals i lligaments quirdrgics.

Gelatina per a productes de confiteria i gelateria.

Renina per a la fabricaci6 de formatge.

Substancies terapéutiques (hormona adrenocorticotropa, albumina, bilirrubina, epinefrina,
insulina, extracte hepatic, pepsina, pituitrina, testosterona, tromboplastina, timocrescina i
tiroxina)

Pinsos per a ramaderia.

Aliments compostos per a gossos i gats i pinsos per a aquaris.

Pells i cuiros.

Llana i extractes de lanolina.

Greixos no comestibles de mudltiples usos industrials (fabricaci6 de pneumatics, lubricants,
insecticides i germicides).

Péls per a brotxes, catifes, aillaments i equipaments esportius.

Plomes per a aillaments, coixins, articles esportius i pinsos per a animals.

Cola per a fusteria.

Greix de tald, utilitzat com a lubricant en la industria.

Fertilitzants.

Adaptat a partir de: American Meat Institute, 1958; Levie (1976).
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1.2 Lasang de porc dins el context industrial

En aquest treball pretenem estudiar les possibilitats d'aprofitament de la sang de porc
generada en els escorxadors industrials, dins la mateixa industria alimentaria destinada al
consum huma. En aquest cas, es considerara subproducte només si es recull de manera
higiénica per elaborar-ne algun producte amb valor afegit. Malauradament, en la majoria
d'escorxadors de l'estat no existeix un sistema de recollida higiénica. Segons el Boletin
Oficial del Estado (BOE num. 16, de 19 de gener de 1994: Reial decret 2224/1986, de 17
de desembre, sobre normes sanitaries d'eliminacié i transformacié d'animals morts i
deixalles d'origen animal i proteccid contra agents patdgens en pinsos d'origen animal) i el
Diari Oficial de la Generalitat de Catalunya (DOGC num. 705, de 25 de juny de 1986:
Decret 173/1986, de 5 de juny, d'ordenacié zoosanitaria de les industries d'aprofitament
de subproductes d'origen animal, decomissos i cadavers animals), la sang generada
durant el sacrifici del bestiar es considera un residu, no un subproducte.

El sector d'escorxadors a Catalunya té un pes important dins el conjunt d'Espanya, ja
gue representa un 25 % de la produccié estatal (Mitja, 1994). La principal carn consumida
a Catalunya és la de porc, un 34 % comercialitzada en forma de carn fresca i un 66 %
com a elaborats carnis. El nombre de porcs sacrificats a tot I'estat durant lI'any 1997,
aproximadament 28 milions segons la FAO (1998), ens dbna una idea de la magnitud de
subproductes que es deriven d'aquesta activitat.

La quantitat de sang de porc produida en un any en els escorxadors de l'estat
espanyol és de l'ordre de les 106.000 tones i representa aproximadament un 64 % de la
sang generada en el sacrifici del conjunt de bestiar (bovi, ovi, capri i porci) (Collado, 1995).
A Catalunya existeix I'inica empresa de tot I'estat especialitzada en la recollida i
tractament de sang (APROCAT) que processa anualment 32.035 tones de sang
d’escorxadors majoritariament catalans.

1.2.1 Potencial contaminant de la sang de porc

El valor aproximat del cabal d'aigues residuals produit en un escorxador varia entre 200
i 600 L/porc (Tritt i Schuchardt, 1992). La quantitat de matéria organica que porten
aquests efluents, expressada en termes de Demanda Quimica d'Oxigen (DQO), es troba
entre 1.500 i 16.000 mg/L, i el contingut en Solids en Suspensié Totals (SST) entre 300 i
11.000 mg/L (Ruiz et al., 1993). Els limits maxims establerts en el Reial Decret 849/1986
pel calcul del canon d'abocament per a instal-lacions dedicades al "sacrifici de bestiar"
sé6n de 500 mg/L per a la DQO i 300 mg/L pels SST. D'aix0 es dedueix que el tractament
dels efluents d'escorxador és imprescindible per reduir l'impacte provocat pel seu
abocament.
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En un estudi realitzat en un escorxador municipal de la provincia de La Corufia que no
recupera subproductes, que inclou la caracteritzacié per separat de tres efluents -la linia
de matancga (sang i aigua de les sales de sacrifici i d'especejament), la linia de rumen
(aigues de rentat dels estdmacs), i una tercera linia que recull les aiglies de les cambres
frigorifiques, dels serveis higiénics i la seccié de triperia- s'observa que l'aigua que porta
un major contingut de matéria organica és la de la linia de sacrifici (Ruiz et al., 1993).

Aixi doncs, un dels subproductes amb major poder contaminant -més de 10 kg de
Demanda Biologica d'Oxigen (DBOs) per tona d'animal (Mitja, 1994), aproximadament
250.000 mg/L, i DQO total de 375.000 mg/L (Tritt i Schuchardt, 1992)- és la sang
generada durant el sacrifici del bestiar, la qual pot arribar a suposar fins a un 5 % del pes
viu de l'animal. Abocant la sang directament en l'efluent de I'escorxador s'incrementa el
consum d'oxigen de l'ordre de deu vegades i es multiplica per tres la concentracié de
solids en suspensié (Ockerman i Hansen, 1994). Aixd fa que la seva recuperacié sigui
una de les mesures internes importants per reduir la carrega organica en els efluents dels
escorxadors industrials i, obviament, una activitat essencial per garantir el bon
funcionament de les depuradores.

1.2.2 Composicio i aprofitaments actuals de les diferents fraccions de la
sang

La sang dels animals té moltes possibilitats d'utilitzacié (Taula 1.2) en els aliments, en
pinsos, en usos medics, com a producte industrial i com a fertilitzant. Nosaltres
centrarem el nostre estudi en possibles aplicacions dins la mateixa indUstria alimentaria
(Figura 1.2).

En productes carnis, per exemple, la incorporacié de sang o alguna de les seves
fraccions pot suposar un increment en el valor nutritiu gracies a la qualitat de les
proteines i la concentracié de ferro hémic; i es pot dur a terme sense perjudicar les
qualitats sensorials del producte. El fet que la sang no sigui un producte alieé en productes
carnis -tots contenen sang residual del procés de dessagnat de I'animal- fa que la seva
utilitzacié suposi només incrementar el contingut en una substancia natural.
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Taula 1.2. Usos de la sang

Aliments Emulsionant, estabilitzant, gelificant, agent escumant, clarificant, additiu de color, component
nutricional.

Pinsos Suplement de lisina, estabilitzador de vitamines, substitut de la llet, component nutricional.

Fertilitzant Revestiment de llavors, estabilitzant del pH del sol, components minerals.
s

Laboratori Medis de cultiu, analisis de tanins, carb6 actiu, hemina agar sang, peptones, glicerolfosfat,
albimines, globulines, esfingomielina, catalasa.

Medicina Proves d'aglutinacid, immunoglobulines, técniques de fraccionament, factors de coagulacio,
sutures, fibrinogen, productes de fibrina, serotonina, plasminogen, additius de plasma.

Industria Adhesius, additius per a resines, finalitzadors per a cuir i teixits, coadjuvants en
insecticides pulveritzables, formigé pords, substitut de la clara d'ou, extintors d'incendis,
fabricacié de ceramica i plastic, formulacions base de plastics i cosmeétics

Font: Divakaran, 1980.

1.2.3 Lasang: font de proteines

En l'efluent d'un escorxador que procedeix de la linia de matanca i, per tant, conté la
sang dels animals sacrificats, aproximadament un 70 % de la carrega organica correspon
a proteines (Ruiz et al., 1993). De fet, la sang conté un 18 % de proteina, gairebé tanta
com la carn magra. Aixi doncs, la composicié de la sang fa que aquesta es pugui
considerar no només com un producte altament contaminant que cal eliminar siné també
com a una font potencialment important de proteina. Malgrat que durant for¢ca anys s'han
invertit molts esforgos en recerca i desenvolupament de noves fonts proteiques -produccio
de proteina unicel-lular (SCP), extraccié6 de proteines de llavors, fulles i altres teixits
vegetals- potser no s'ha dedicat prou atencié a la recuperacié de sang provinent d'animals
sacrificats en escorxadors industrials.

Un animal bovi proporciona uns 10-12 litres de sang. Per uns 500 kg de pes viu i un
contingut de carn magra de 170 kg, la utilitzacié de la sang representaria un increment en
el rendiment de magre d'un 6-7 % en termes de proteina (Wismer-Pedersen, 1979). A
partir de porcs i xais s'obtenen 2,5 i 1,5 L de sang respectivament, la qual cosa
representa increments similars en el rendiment de proteina comestible de I'animal. Si tota
la sang provinent dels més de 7 milions de porcs sacrificats a Catalunya el 1996 s'hagués
utilitzat en alimentacio, hauria representat un increment de més de 3000 tones de
proteina disponible per a la nutricié humana.

La sang es pot separar, per centrifugacid, en dues fraccions: el plasma (amb una
densitat de 1,019-1,029 i que representa un 60-70 %) i la fraccié cel-lular (un 30-40 %
amb densitat 1,084-1,098).
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El plasma obtingut de la sang és un liquid amb 68 % de proteina d'elevat valor nutritiu
que posseeix capacitat emulsionant i capacitat de formacié de gels per escalfament.
S'utilitza basicament en la industria carnia com a enriquidor proteic. Conté també una
série de proteines (fibrinogen, globulines, albimina, trombines, factors de creixement i
lipoproteines) que, una vegada purificades, es poden utilitzar en altres mercats, com el de
la industria farmacéutica.

La fraccid cel-lular separada del plasma conté un 28-38 % de proteina, de la qual un 90
% es troba en forma d'hemoglobina. Es pot barrejar amb sang recollida en condicions poc
higiéniques per tal d’obtenir farina de sang de major qualitat. Per aconseguir un producte
amb valor afegit a partir dels globuls rojos cal decolorar-los perqué I'addicié d’una petita
quantitat d’hemoglobina comporta problemes de coloracions i gustos estranys. Es poden
utilitzar diferents técniques per eliminar el grup hem de I'hemoglobina, per exemple la
hidrolisi acida o la hidrolisi enzimatica. Aquesta Ultima permet obtenir un producte de
millor qualitat ja que no s'afecta els aminoacids que es destrueixen per hidrolisi acida
(Wismer-Pedersen, 1988).

1.2.3.1 Valor nutricional

Si estudiem el valor nutricional de les proteines de la sang (Taula 1.3) veiem que la
composicioé en aminoacids de les diferents fraccions no esta gaire ben equilibrada pel que
fa a contingut d'aminoacids essencials. La sang és rica en lisina, un aminoacid deficitari
en la majoria de proteines de cereals, pero s'observa una deficiéncia clara en isoleucina i
un contingut pobre en metionina. De tota manera aixd no suposaria un problema greu
tenint en compte que no es contempla mai la sang com I'nica aportacié proteica d’'un
régim alimentici sind que, en tot cas, se suggereix la seva utilitzaci6 com a un
complement en la dieta. Segons Young et al. (1973) I'index d'eficacia proteica (P.E.R.=
augment de pes amb una ingesta proteica que es mesura generalment en un periode
compres entre els 10 i els 28 dies) del plasma bovi desmineralitzat i atomitzat (2,15) és
superior al de la caseina (1,9).

El valor nutricional de la sang no és degut Gnicament al seu contingut proteic siné
també al ferro hemic de I'hemoglobina de la fraccié cellular, que s'absorbeix a nivell
intestinal entre dues i tres vegades millor que el ferro lliure (Reizenstein, 1980) i es
considera la forma bioldgica millor utilitzable del ferro.
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Taula 1.3. Composici6 en aminoacids essencials (g/100 g proteina) de les
diferents fraccions proteiques de sang bovina. Comparaci6 amb el model
proposat per la FAO.

Aminoacids Globina® Plasma®  Sang sencera Combinacio tipus
essencials c (adult)

lle 0,2-0,3 1,0-34 0,4-0,9 18

Leu 13,2-13,8 9,2-10,1 12,4-13,6 2,5

Lys 9,8-10,5 6,5-9,2 9,2-9,7 2,2

Met (+ Cys)® 1,5-1,7 0,6-1,3 1,3-1,8 2,4

Phe (+ Tyn)' 7,6-8,0 5,1-57 7,0-8,0 25

Thre 3,8-4,1 2,6-7,1 4,7-5,2 13

Trp 1,3-2,0 0,6-1,0 14 0,7

Val 9,4-9,6 6,8-7,4 8,0-9,1 18

ab¢ segons Ockerman i Hansen (1994) ; ® Segons FAO-OMS, 1973, Rapport 52-522 (17). ¢ La
Cys pot cobrir, com a maxim, 1/3 de la necessitat total d'aminoacids ensofrats; "La Tyr pot
cobrir, com a maxim, 1/3 de la necessitat total d'aminoacids aromatics.

L'hidrolitzat de globuls rojos (globina) es pot utilitzar en productes carnis (Caldironi i
Ockerman, 1982) i en la fortificacié de cereals degut al seu elevat contingut en lisina. Pot
substituir fins a un 25 % de la carn en salses (Wismer-Pedersen, 1988) i fins a un 20 %
de la clara d'ou en galetes (barreja de plasma i hidrolitzat d'eritrocits) (Bates et al., 1974;
citat per Wismer-Pedersen, 1988). També té aplicacions en l'area d'alimentacié animal
(formulacions antiestrés d'animals de granja, suplement per incrementar el valor nutritiu de
les dietes, dietes especials per a animals malalts). EIl grup hem obtingut com a residu de
la hidrolisi es pot utilitzar en productes farmacéutics per a persones anémiques
(Rodriguez, 1994).

1.2.3.2 Propietats funcionals

A més de l'elevat valor nutricional, les proteines de la sang tenen propietats funcionals
potencialment utils en la formulacié d'aliments (Tybor et al., 1975; De Vuono et al., 1979).
En embotits que s'han de curar, la utilitzacié del plasma com a additiu afavoreix el procés
de fermentaci6, millorant les caracteristiques organoléptiques del producte (Lopez et al.,
1992).

El plasma sanguini en escalfar-se forma un gel associat a la desnaturalitzacio de les
molécules proteiques (Harper et al., 1978; Howell i Lawrie,1984; Cheftel et al., 1989; Real
del Sol i Martin,1991). Un gel es pot descriure com un estadi intermig entre una solucio i
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un precipitat amb el balan¢ just d’interaccions proteina-proteina i proteina-solvent
(Hermansonn, 1978) per a qué es formi una xarxa estructurada. La capacitat d’originar
aquest tipus d’estructures és interessant en aliments degut a que els gels proporcionen
textura, consisténcia i un medi que permet retenir aigua, nutrients i aromes.

L'albimina i la globina plasmatiques s6n bons agents emulsionants (Tybor et al., 1973
i 1975; Caldironi i Ockerman, 1982; Nakamura et al., 1984), propietat Util en I'elaboraci6
d'embotits, i tenen capacitat escumant i d'inflament (Tybor et al., 1975; De Vuono et al.,
1979; Etheridge et al., 1981; Real del Sol i Martin, 1991) que fa que puguin ser utilitzades
com a substitut de la clara d'ou en la formulacié de productes de pastisseria. Segons
algun d'aquests autors (Tybor et al.,, 1975; Raéker i Johnson, 1995), la capacitat
escumant del plasma és equivalent a la de l'albimina d'ou, malgrat que I'escuma
obtinguda a partir del plasma és menys estable.

La globina de la fraccié cel-lular t¢ una gran capacitat de retencié d'aigua i de formar
escuma, a meés de ser bon agent emulsionant i estabilitzant a pH 5 (Tybor et al., 1975).

La incorporacié directa en productes alimentaris sembla ser doncs una utilitzacié
racional de la sang.



Figura 1.2.1l-lustracié esquematica de la recollida, processament i utilitzacié de sang bovina i porcina

MATERIA PRIMERA

ﬁ;ﬁ@

RECOLLIDA I REFRIGERACIO
J "I!!] DE LA SANG

(per sota de 4C en 30 s)

TRANSPORT
oo REFRIGERAT
SEPARACIO

—/

CONGELACIO ATOMITZADOR
HEMINA GLOBINA
Material d'alta qualitat Contingut en proteina
per preparacions amb Fe ~ d'aprox. 1009 :
d'us médic per utilitzar en carn cuita
i productes de fleca

v

PLASMA LIOFILITZAT HEMOGLOBINA

Per utilitzar en productes carnis cuits Per z_iddic.ionar a productes Ric en proteina
NnO per emmagatzemar o transportar carnis cuits

PLASMA CONGELAT PLASMA ATOMITZAT

Contingut en Fe d'aprox. 2500 mg/Kg,
substitut de sang en productes de sang

Font: Gorvatov, V.M. (1988)




12 Capitol 1

De tot I'exposat fins ara podem concloure que:

1.- la sang és un residu que cal recuperar per evitar problemes de contaminacio
ambiental i minimitzar els costos de la depuracid dels efluents industrials,

2.- les seves caracteristiques de composicio, principalment el seu contingut
proteic, converteixen la sang en una matéria potencialment aprofitable des del
punt de vista nutricional o per les seves propietats funcionals.

Per tot aixo0, I'estudi encaminat a obtenir productes amb valor afegit a partir de la sang,
no només pot contribuir a solucionar un problema mediambiental sind que ajudaria a
rendibilitzar els processos de recuperacié d'aquesta substancia que suposa un dels
problemes més importants que, tard o d’hora, hauran d’afrontar tots els escorxadors.

Si I'objectiu principal d'un estudi d’aquest tipus és només trobar un procés industrial
economicament rendible, potser arribarem a la conclusié que no val la pena dedicar-hi
massa esforcos. Probablement el producte final que s’obtindra, després de la recuperacio
i processament de la sang, no sera competitiu en relacié a productes amb propietats
funcionals i/o nutricionals similars provinents d’altres fonts. Sembla ser que aquest ha
estat el factor determinant de qué durant els darrers anys no s’hagi treballat en aquest
tema (Lorient, 1995. Comunicacié personal). Si enfoquem el tema des d'una altra
perspectiva i considerem el problema mediambiental que comporta la generacié d’aquest
residu, no podem prescindir del fet que la reduccié del seu potencial contaminant es pot
assolir mitjancant activitats que generin un producte amb valor per ser utilitzat
(reciclatge), malgrat que el balang economic del procés no sigui del tot favorable. Els
costos actuals de transformacié d’aquest producte, utilitzat basicament per a I'obtencié
de farina de sang per pinso, no s’amortitzen si tenim en compte que es genera un altre
producte de dificil utilitzaci6 (relacié oferta/demanda de farina de sang descompensada) i,
obviament, no solucionen el problema que plantejava el producte abans de ser processat.
La manera de tractar el gran volum de sang generada pels escorxadors segueix essent,
perd, un problema per solucionar, si més no en el nostre entorn, on no es prenen gaire
precaucions durant el procés de recollida i probablement no es garanteix un producte apte
per al consum huma.

Ens ha semblat interessant, doncs, reemprendre la recerca sobre possibilitats
d’'aplicacié de noves tecnologies que permetin obtenir un producte “Gtil” a partir d’'un
subproducte contaminant, amb un plantejament global de reducci6 de costos
mediambientals en una societat que no es pot permetre la generacié indiscriminada de

residus industrials sense sortida.
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1.2.4 Equipaments industrials per a larecollida de sang en escorxadors

Per tal que I'aprofitament de les propietats nutricionals i funcionals de les proteines de
la sang sigui rendible caldria que el producte que s’obtingui fos econdmicament
competitiu en relaci6 amb altres proteines, com les de soja, d'ou o de llet, utilitzades
actualment en les formulacions de productes alimentaris. Una revaloracié eficag de la
sang exigeix la utilitzacio de sistemes de recollida higiénica que disminueixen els riscos
de contaminacié microbioldgica perd que també contribueixen a I'encariment del producte.
El repte consisteix doncs en aconseguir que el cost total de la recollida de sang en
condicions higiéniques i el seu processament sigui prou baix per tal d'obtenir un producte,
si no competitiu, si el més econdmic possible.

La sang que s'extreu d'animals sans és esteril i si es recull en condicions sanitaries
pot utilitzar-se per al consum huma. Tanmateix, en funcié del sistema de recollida utilitzat
s'obtindran diferents qualitats de sang:

a. sang veterinaria: obtinguda a través d'un sacrifici normal. No es prenen precaucions
en la seva extraccid, i per tant no s'obté un producte de gran valor. Sovint esta
contaminada amb substancies estranyes i amb una carrega bacteriologica
relativament important que pot assolir nivells de I'ordre de 10° ufc/mL. Generalment
s'utilitza com a matéria primera per a I'elaboracié de farina de sang, producte destinat
a l'alimentaci6 animal.

b. sang higiénica: sang neta, exempta de qualsevol altre producte (aigua, excrements,
etc.). S'extreu directament del torrent sanguini de I'animal, i permet obtenir productes
d'un valor afegit superior.

L'obtencié de sang en bones condicions higiéniques exigeix la utilitzacié d’un trocar, o
ganivet acanalat (Figura 1.3), enfonsat a la vena jugular de l'animal sacrificat i connectat,
mitjangcant un tub, a un tanc refrigerat, i que assegura que la sang no es barregi amb
substancies estranyes. El ganivet sanitari t¢ un dispositiu que li permet afegir
anticoagulant durant el procés de recollida. Es pot utilitzar també una bomba de buit que
faciliti una certa pressié negativa (succidé) amb la finalitat d'accelerar el dessagnat.

Tot i que en alguns paisos, com els Estats Units, és obligat utilitzar els trocar per
recollir la sang de bovi (Unic tipus de sang aprovada per a Us alimentari als EEUU), aquest
tipus d'instal-lacié no es troba en cap dels escorxadors industrials ds quals hem tingut
accés, pel fet que, segons els responsables de les diferents industries implicades,
comporta una série de problemes técnics especialment importants en porcs: alentiment
del dessagnat i, per tant, de la linia de sacrifici, augment de la probabilitat de malmetre
I'espatlla de I'animal (degut a les dimensions del trocar), dessagnat deficient que redueix
la vida mitjana de la carn fresca, etc.
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Figura 1.3. Trocar utilitzat en sistemes tancats de recollida de sang higiénica

Una instal-lacié d'aquest tipus (Figura 1.4), que permetria obtenir una sang amb una
qualitat microbiologica i unes caracteristiques fisico-quimiques aptes per a la seva
utilitzacié en alimentacid humana, requereix una inversié que avui no és considerada
economicament viable pel fet que I'aprofitament que es fa actualment de la sang recollida
en els escorxadors de Catalunya no condueix a l'obtencié d'un producte amb valor afegit.

Com a alternativa es pot utilitzar un sistema obert que exigeix perd que es prenguin
una série de precaucions durant el procés de recollida, com s6n (1) degollar I'animal
sobre una plataforma de recepcié que permeti recollir la sang efluent de manera natural,
evitant pero, que es barregi amb substancies estranyes com laigua de rentat que
regalima de l'animal, orins o productes de regurgitacio; (2) dosificar algun tipus
d'anticoagulant (citrat sodic, polifosfat,...) mentre es va recollint la sang, de manera que
s'impedeixi la coagulacio, i (3) assegurar la refrigeracié immediata de la sang recollida.
Aguest és el métode utilitzat pels escorxadors que estan realitzant recollida higiénica de
sang dins 'area geografica que abarca el nostre estudi.

En qualsevol dels casos, es recomana també un emmagatzematge gairebé
individualitzat de la sang fins al moment que I'examen sanitari no autoritzi la utilitzacioé de
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la canal i consequentment la de la sang de I'animal sacrificat. Suposant que algun animal
no superés la fase d'inspeccié sanitaria el conjunt de la sang s'hauria de rebutjar. Aquest
procediment perd, tampoc es practica en cap dels escorxadors amb els quals hem
treballat, sin6 que s'emmagatzema tota la sang provinent de la matanca d'un dia dins el
mateix diposit.

Els recomptes elevats de microorganismes contaminants en productes destinats a la
industria alimentaria son preocupants a causa del risc de preséncia de patogens i del seu
creixement durant I'emmagatzematge a temperatures elevades. Aquest és un dels
principals problemes que planteja la utilitzacié de qualsevol subproducte d'industries
carnies, i per tant també de la sang. En aquest cas, a més a més, si sén presents grans
guantitats de microorganismes deteriorants poden provocar alteracions i introduir olors
estranyes en els aliments que contindran la sang o els seus derivats.

En els organs i teixits de l'animal viu i sa només s'hi troben associats recomptes
baixos de microorganismes; la contaminacié s'adquireix majoritariament durant el
sacrifici, especejament, emmagatzematge o processament posterior.

Els microorganismes més peocupants son els originaris de l'intesti, especialment
Salmonella, i en molt menor grau Escherichia coli enteropatogénica. Addicionalment, si hi
ha una manipulacié excessiva per treballadors de la indulstria i la refrigeracié és
insuficient, es pot donar el creixement de Staphylococcus aureus, productor
d’enterotoxines capaces de suportar tractaments térmics. De tota manera, i suposant que
no hi fossin presents microorganismes patogens, la introduccié de subproductes altament
contaminats limita la vida mitjana dels aliments que els contenen, degut fonamentalment
al creixement de la microbiota deteriorant normal adquirida durant el maneig i
processament.

Deixant a part la contaminacié microbioldgica, I'addicié de sang en un aliment o algun
producte derivat del seu processament pot suposar problemes d'introduccié de gustos,
aromes i coloracions anomales o desagradables. Sobretot en el cas que les condicions
higieniques del procés de recollida no minimitzin la barreja de la sang amb productes
estranys com excrements, orins, aigua que regalima de la pell molla de I'animal durant el
dessagnat, etc. La hidrolisi de I'hemoglobina per tal d’eliminar el grup hem i decolorar-la
comporta també la formacié de péptids amargants que perjudiquen les caracteristiques
organoléptiques dels aliments on s’incorpora I'hidrolitzat.



Figura 1.4. Sistema tancat de recollida higiénica de sang d’escorxador
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1.3 El plasma: producte inestable

El present treball s’ha centrat en I'estudi de les possibilitats d’aplicacié d’'una de les
dues fraccions obtingudes a partir de la separacié centrifuga de la sang: la fraccid
plasmaética.

Com ja hem comentat anteriorment el plasma és un liquid que té un extracte sec de
I'ordre del 10 %, i que posseeix, per tant, un percentatge molt elevat d’aigua (90%) que
comporta problemes importants de manipulacio i conservacio.

La seva composicidé (basicament proteica) i els nivells de contaminacié microbiana
presents en la sang recollida als escorxadors fan que el plasma sigui un producte
facilment deteriorable i amb una vida mitjana molt curta. La refrigeracié, com a Unic
sistema de conservacid, no és suficient per garantir I'estabilitat del plasma perqué bona
part de la carrega microbiana contaminant esta constituida per microorganismes
psicrotrofs, capagos de créixer a temperatures baixes i dur a terme processos
degradatius de les proteines plasmatiques.

Els tractaments de conservacié tradicionals aplicables per tal de reduir la possibilitat
dincrement de carrega contaminant o de deteriorament del plasma durant
'emmagatzematge son:

(1) l'addici6 de conservadors quimics autoritzats per aliments: acid ascorbic o clorur
sodic, (Gorbatov, 1988) o antifingics com els acids sorbic o propionic (Ockerman i
Hansen, 1994). Aquesta addicié ha estat suggerida pero per la sang sencera en cas que
no pugui ésser processada immediatament per obtenir-ne les dues fraccions.

(2) la congelacié, que inhibeix l'activitat microbioldgica, redueix considerablement
l'activitat enzimatica i, per tant, disminueix el risc de deteriorament i creixement de
patogens, sense, segons Brooks i Ratcliff (1959), afectar les propietats funcionals de les
proteines plasmatiques.

(3) la deshidrataci6, que obstaculitza qualsevol activitat microbiana o enzimatica pel seu
efecte sobre I'activitat d’aigua del producte.

Sembla que el tractament que presenta més avantatges és la deshidratacié (Delaitre,
1983). L’eliminacié de l'aigua permet reduir considerablement la massa i el volum del
plasma i, en consequeéncia, facilita la manipulacié i contribueix a disminuir les despeses
d’emmagatzematge i transport. Perd, malauradament, eliminar I'aigua comporta també
problemes, com poden ser els riscos d'alteracié de les propietats funcionals i de la
qualitat nutritiva i organoléptica del producte tractat, a més d'un considerable consum
energetic.
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1.3.1 Sistemes de deshidrataci6

L'eliminaci6 de l'aigua es pot realitzar mitjancant procediments mecanics
(concentracié per centrifugacio, filtracid, oOsmosi inversa) o tractaments térmics
(concentracié per evaporacio, assecat per contacte directe, liofilitzacié, atomitzacio)
(Mafart i Béliard, 1994a). Els primers no comporten cap canvi de fase de I'aigua i només
permeten eliminar la fraccié d'aigua no ligada, de manera que es produeix un baix
consum energeétic. L'inconvenient és que només s’elimina una part (maxim un 60%) de
I'aigua lliure i la fase eliminada rarament consisteix en aigua pura, siné que arrossega, en
dispersid o solucio, una part de I'extracte sec dels productes tractats. Aquests processos
poden ser Utils com a metodes de pre-concentracio del plasma per facilitar, millorar el
rendiment i rebaixar els costos energétics dels tractaments térmics que permetran obtenir
un producte solid deshidratat.

Dins els tractaments térmics, la concentracié per evaporacio és un procés que elimina
I'aigua per ebullicié i on el fluid calefactor és vapor que cedeix la seva calor latent al
producte que s’ha d'evaporar. Es pot provocar I'evaporacié de l'aigua del producte per
contacte directe amb una superficie calenta (assecadors de tambor, de rodets o de
plagues). En aquests sistemes la calor sensible i la calor latent necessaria per
I'evaporacié s'aporten per conduccié i, per tal d'aconseguir temps de dessecacio
raonables i una reduccié suficient de la humitat, cal treballar a temperatures superiors a
100°C. Aix0 fa que la temperatura del producte s’elevi excessivament cap al final del
procés i, en general, s’afectin negativament les qualitats organoléptiques i nutritives del
producte tractat, i més si és un producte termosensible.

La liofilitzacié es basa en la sublimacié del gel d’'un producte congelat. L'aigua passa
per diferents canvis d'estat durant el procés (liquid-solid i solid-vapor) i aix0 fa que sigui un
tractament amb un cost energétic molt elevat que requereix a més una inversié
considerable en I'equipament i, per tant, poc utilitzat en la indUstria agro-alimentaria.
Malgrat que técnicament és un procés excel-lent, que manté les propietats
organoleptiques caracteristiques del producte, I'elevat cost fa que la seva aplicacié en el
tractament d’'un subproducte sigui inviable.

L'evaporacio de l'aigua es pot assolir també mitjancant la utilitzacié d’aire calent que
aporta la calor necessaria principalment per conveccié. Existeixen diferents sistemes
basats en la calor aportada per aire calent;: assecadors de tinel, de llit fluiditzat, rotatoris
0 atomitzadors. L'atomitzacié és un procés d'assecat per arrossegament que consisteix
en polvoritzar el producte en fines gotes que es posen en contacte amb un corrent d'aire
calent que actua a la vegada de fluid calefactor i vehiculador. Es produeix una evaporaci6
immediata que transforma les gotetes en particules sodlides que se separen de l'aire
mitjancant un cicl6 localitzat a la sortida de la cambra d’assecat. La qualitat del producte
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tractat no es veu molt alterada degut a que la intensa evaporaci6 protegeix el producte de
I'efecte que tindria I'elevada temperatura de I'aire calent. També degut al curt temps de
permaneéncia del producte en contacte amb I'aire calent, entre 4 i 6 segons si s'utilitza un
nebulitzador a pressio i fins a 30 segons si el nebulitzador és centrifug (Mafart i Béliard,
1994a). L'atomitzacié és doncs una técnica de deshidratacié aplicable a productes liquids
i termosensibles, com el plasma de sang (Tybor et al., 1973; Delaitre, 1983; Martin et al.,
1995; Raeker i Johnson, 1995; Valladares et al., 1995).

Les operacions de processament del plasma, com la deshidratacio, poden tenir algun
efecte sobre el nombre de microorganismes, perd la qualitat microbiologica dels
productes finals sempre tendira a reflectir les condicions microbiologiques de la sang
utilitzada per obtenir-los. Obviament la preséncia de carregues microbianes elevades pot
afectar també les propietats organoléptiques i funcionals del producte. Per tot aixo, és
recomanable partir d’'una materia primera amb una bona qualitat microbiologica abans de
sotmetre-la al procés de conservacid. Si no és possible introduir mesures que permetin
recollir una sang de qualitat microbioldgica acceptable al mateix escorxador, existeix la
possibilitat de trobar alguna técnica higienitzadora aplicable a la faccio plasmatica que
permeti reduir la contaminacié del plasma liquid abans de la deshidratacié.

1.3.2 Sistemes d’higienitzacié del plasma liquid

1.3.2.1 Bactofugacié

La bactofugacié és un procés industrial posat a punt a partir dels estudis, realitzats a
Belgica durant els anys 50 per Simonart, sobre les possibilitats d'utilitzar la forca
centrifuga per separar els microorganismes de la llet. Ha estat utilitzat a escala industrial
en diferents aplicacions a la industria lletera, per exemple per eliminar les espores de
Clostridium tirobutyricum, bacteri responsable de [linflament butiric de determinats
formatges.

El principi del procés es basa en el fet que els microorganismes que posseeixen una
densitat lleugerament superior a la de la llet sén susceptibles de ser separats de la llet
gue els conté per sedimentacié sota I'acci6é d’'una for¢a centrifuga. En la practica, aquesta
operacio es realitza en continu en aparells que permeten sotmetre el producte a una forca
centrifuga de l'ordre de 7.000 a 9.000 x g. L'eficacia del tractament s’expressa en
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percentatge de bacteris o espores eliminats mitjancant la centrifugacio, i es calcula a
partir de recomptes efectuats en el producte abans i després del tractament.

La bactofugacié, en el cas de la llet, gairebé sempre s'efectua a temperatures
compreses entre els 56-57°C i la temperatura de pasteuritzacié (72-74°C), ja que
I'increment de temperatura fa disminuir la densitat de la llet i afavoreix la separaci6. Per
tant, la major part de dades publicades sobre els percentatges de reduccidé aconseguits
amb aquest procés inclouen l'efecte acumulat dels dos tractaments: centrifugacio i
escalfament. Per temperatures de 55-57°C els valors obtinguts s6n molt variables i van
des d'un 56 a un 97 % de reducci6. A temperatures més elevades, 62-63°C, els
percentatges poden ser d’'un 80 a un 99 % (Bergere, 1987).

En el present treball pretenem estudiar les possibilitats d’aplicacié de la bactofugacié
com a sistema d’higienitzaci6 de la fraccio plasmatica de la sang, per tal d’obtenir plasma
microbioldgicament més estable abans de sotmetre’l al procés de deshidratacié. La seva
aplicaci6é sobre sang sencera ha estat descartada d’entrada pel previsible efecte hemolitic
de la forga centrifuga, que influiria negativament sobre la qualitat del plasma. Evidentment,
en aquest cas no es pot combinar el procés de centrifugacio amb el tractament termic
degut a la naturalesa termosensible del component majoritari de I'extracte sec del plasma
-la fracci6 proteica-, que interessa mantenir inalterat. Una temperatura elevada provoca la
desnaturalitzacio i gelificaci6 de les proteines plasmatiques i impossibilita la
deshidratacio per atomitzacid, alhora que probablement afecta també les seves propietats
funcionals.

1.3.2.2 Microfiltraci6

Les aplicacions de técniques de membrana dins les indUstries agro-alimentaries sén
nombroses i variades, i representen sovint la solucié a problemes que altres tecnologies
no poden resoldre mitjancant un tractament compatible amb el valor del producte final.
Qualsevol liquid alimentari amb valor nutricional degut als seus constituents
macromoleculars pot ser purificat o concentrat en una sola operacié per aguestes
tecniques de membrana (Maubois, 1974).

L'd0smosi inversa i la ultrafiltracié sén dues técniques de membrana que permeten
I'eliminacié de l'aigua dels liquids alimentaris (80-90%) sense deteriorar les propietats
fisiques, quimiques, fisico-quimiques i nutricionals dels constituents del liquid alimentari
sotmés a concentracio. A diferéncia de les técniques classiques de concentracidé per
evaporacio, els processos es poden realitzar a baixa temperatura i aixi s’eviten les
degradacions térmiques dels constituents biologics. A més, no requereixen cap canvi de
fase de laigua, l'aigua eliminada segueix estant en estat liquid i no es donen
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degradacions mecaniques com les que poden produir la liofilitzacié o la crioconcentracio.
La ultrafiltracié ofereix, a més, la possibilitat de purificar el liquid alimentari al mateix
temps que es realitza I'eliminacié d'aigua. Si algun dels components es considera poc
interessant o indtil en el producte que hom desitja obtenir, es podra eliminar o, com a
minim, reduir la seva concentracio en relacié a altres considerats més interessants.

La ultrafiltracié és un procés de separacid6 de macromolécules en fase liquida, per
permeacié a través d'una membrana semipermeable, sota I'accid d'un gradient de
pressi6. La membrana d'ultrafiltracié funciona com un sedas molecular. Només la
travessen l'aigua i les molécules que tenen un dimensié inferior al diametre dels porus de
la membrana (mides de particula des de 0,001 a 0,02 mm). Després del procés obtenim
doncs dos liquids: el que passa a través de la membrana (permeat o ultrafiltrat) i el que no
ha passat a través de la membrana (retentat). Pot ser una técnica Util de pre-concentracio
del plasma liquid que ha de ser atomitzat ja que s'incrementa el rendiment i es redueix la
despesa energeética del procés de deshidratacié (Delaney, 1977; Tessier, 1980; Real del
Sol i Martin, 1991; Vandanjon et al., 1996). Amb aquesta finalitat es pot treballar, segons
Vandanjon (1996), aplicant pressions d'1l a 2 bars, amb membranes amb un llindar de
separacid6 molecular de 10 a 20 kD i a una temperatura de 43°C per tal d'evitar la
coagulacié de les proteines.

La microfiltracié tangencial és una técnica molt similar a la ultrafiltraci6. La diferéncia
fonamental és, en principi, que la primera és una separacié solid-liquid mentre que la
ultrafiltracié separa molécules dissoltes en un medi homogeni. Aquesta distincié perd no
és tan clara en el cas de determinats productes -com la llet o el mateix plasma- que
contenen algunes molécules proteiques en suspensid i altres en dissolucié.

El fonament de la microfiltracié és el mateix que el de la ultrafiltracié perd s'utilitzen
membranes amb un diametre de porus prou gran (des de 0,02 fins a 10 mm) per a
permetre la separacié dels microorganismes contaminants del producte i altres
components (solids en suspensio, olis insolubles, etc.), de la resta de constituents. Es,
doncs, una técnica d’higienitzacié6 més que de concentracié perquée la composicio del
permeat és practicament la mateixa que la del liquid inicial, mentre que el retentat conté
els microorganismes que contaminaven el producte tractat. Generalment requereix
pressions inferiors a les utilitzades en ultrafiltracié. Presenta els mateixos avantatges
respecte als tractaments térmics i, per tant, pot ser una técnica util per tal de reduir la
contaminacié microbiana del plasma liquid sense alterar les seves propietats nutricionals i
funcionals.
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1.3.2.3 Alta pressio hidrostatica (HP)

Malgrat que l'aplicacié de l'alta pressié al processament d'aliments ja havia estat
suggerida per Hite a final del segle passat (1899) i que aquesta tecnologia ha estat
tradicionalment utilitzada per indistries que no estan relacionades amb I'alimentaria
(materials de construccié: ceramiques, acer, etc.), publicacions recents demostren que
existeix un interés creixent per a la seva utilitzacié6 com a nova tecnologia de conservacio
d'aliments (Hayashi, 1989; Hoover et al., 1989; Mallidis i Drizou, 1991; Cheftel, 1992;
Hoover, 1993; Isaacs et al., 1993; Knorr, 1993 i 1994; Lechowich, 1993; Zimmerman i
Bergman, 1993; Carlez et al., 1994; Felipe et al., 1994; Gould, 1995; Bolder, 1997;
Holters et al., 1997, etc.)

L'alta pressié hidrostatica s’aplica a través d'un medi de transferéncia de pressié
(freqlientment l'aigua) i pot ser efectiva a temperatura ambient. Els principals efectes de
I'alta pressié soén:

(1) Inactivaci6 de microorganismes (Hoover et al.,, 1989). La pressié afecta la
morfologia cel-lular (cél-lules allargades, separacié de la paret cel-lular i la membrana
citoplasmatica, disminuci6 del nombre de ribosomes, etc.). S’ha suggerit que el
mecanisme d'inactivacié esta relacionat amb I'efecte de les altes pressions sobre la
funcionalitat de les membranes cel-lulars, aixi com sobre funcions clau en el metabolisme
cel-lular (per exemple, sintesi proteica en els ribosomes). En realitat, sembla que la
pressio influencia molts processos cel-lulars i, probablement, el seu efecte letal o
inhibidor del creixement dels microorganismes sigui degut a la combinacio de tots ells,
més que a la destruccié d'una funcié especifica.

(2) Modificacié de biopolimers (Heremans, 1982). L'alta pressié actua sobre forces
interactives no covalents que estabilitzen I'estructura de proteines i polisacarids. Com a
conseqiéncia pot induir la desnaturalitzacié, agregaci6 i formacié de gels de proteines
alimentaries i la gelatinitzaci6 del mido.

(3) Activacié o inactivacié de I'activitat enzimatica. Pot ser conseqiiéncia de I'efecte de
la pressié sobre l'estructura dels enzims o pot estar relacionat amb un canvi en la
conformacié de les proteines o polisacarids que actuen com a substrats d’aquests
enzims.

En comparaci6 amb els tractaments térmics classics, l'alta pressid presenta un
conjunt d'avantatges. D’acord amb la llei de Pascal, I'alta pressio actua isostaticament
(de manera instantania i uniforme sobre tot el producte, independentment de la seva mida
i geometria) i, per tant, els seus efectes no segueixen un gradient de concentracid. L'alta
pressidé no trenca les unions covalents que estabilitzen les vitamines, flavors i colorants.
En conseqiiéncia, és una tecnologia que permet obtenir productes microbioldgicament
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estables, amb la consisténcia i estabilitat estructural adequades, lliures d'activitats
enzimatiques no desitjades i que mantenen les qualitats nutricionals o organoléptiques
originals.

L'alta pressi6é s'esta desenvolupant com a una tecnologia de conservacié alternativa a
I'aplicaci6 de tractaments térmics i que pot ser Util pel processament de productes
termosensibles. El nostre objectiu ha estat avaluar el seu potencial d'aplicacié com a
metode d’higienitzacié -reduccié de la carrega microbiana- del plasma liquid obtingut a
partir de la sang d'escorxador i quantificar els efectes de la seva aplicacid sobre
I'estructura i la funcionalitat de les proteines plasmatiques.

1.4 Plantejament general del treball

El treball que es presenta s’ha estructurat en tres capitols amb objectius particulars
molt concrets que, en conjunt, haurien de permetre determinar les possibilitats
d’'aprofitament dins la mateixa indUstria alimentaria de la fraccié plasmatica de la sang de
porc generada per escorxadors que utilitzen sistemes oberts de recollida higiénica.
L’altim capitol (Capitol 5) reflecteix les conclusions que es deriven de I'estudi realitzat.

En el Capitol 2 s’analitza la composici6 de la sang higiénica que s’esta recollint
actualment i s’estudien les caracteristiques tant fisico-quimiques com microbiologiques
gue determinen la seva qualitat. La caracteritzacié s’ha realitzat amb sang recollida en
diferents escorxadors industrials de les comarques de Girona i s’ha centrat principalment
en l'estudi de la contaminacidé microbiologica i el nivell d’hemolisi de la sang, ja que sén
els principals factors que condicionen la seva aptitud com a matéria primera per a
I'elaboracié de plasma utilitzable com a ingredient funcional d'aliments. S’ha fet un
disseny experimental que ha permés alhora valorar I'efecte d’alguns factors sobre la
qualitat de la sang: possibles diferéncies relacionades amb (1) la climatologia del periode
de l'any en el qual es fa la recollida, (2) caracteristiques particulars dels escorxadors
(grandaria, sistemes de dessagnat, tipus, dosi i sistema de dosificacio de
I'anticoagulant, condicions de processament, maneig i emmagatzematge després de la
recollida, etc.).

El Capitol 3 esta centrat en la fraccié plasmatica de la sang que és, com hem
assenyalat anteriorment, I'objecte del nostre estudi. S’ha utilitzat la deshidratacié per
atomitzacio com a tecnologia de conservacio del plasma i s’ha fet una caracteritzacié del
producte en pols resultant des del punt de vista de composicid i de qualitat. En aquest
cas, a més de la contaminacié microbioldgica que determina la qualitat higieénico-sanitaria
del producte, s’ha realitzat un estudi de les propietats funcionals que podrien fer del
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plasma un producte util en la formulacié d’aliments (capacitat escumant, emulsionant,
gelificant). S’ha fet especial incidéncia en (1) determinar I'efecte del procés tecnologic
utilitzat per deshidratar el plasma sobre la funcionalitat del producte i (2) estudiar
I'estabilitat del producte durant el periode d’emmagatzematge.

En el Capitol 4, tenint en compte les conclusions derivades dels resultats dels capitols
anteriors, s’han assajat tres possibles sistemes de reduccié de la contaminacié
aplicables a la fraccié plasmatica com a pas previ a la deshidratacio, per tal de millorar
les caracteristiques de qualitat microbiologica i les perspectives d’'estabilitat del producte
durant 'emmagatzematge. S’ha determinat I'eficacia, i I'efecte sobre les propietats del
plasma deshidratat, que poden tenir tractaments d’higienitzacié basats en la
centrifugacié, la microfiltracié i I'aplicacié d’altes pressions.



2. CARACTERITZACIO DE LA SANG HIGIENICA
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2.1 OBJECTIUS

El sistema de recollida higiénica de sang que utilitzen els escorxadors estudiats
consisteix en el degollament sobre una pica de recepcioé on la sang efluent es barreja
amb l'anticoagulant. La sang recollida és conduida, generalment mitjancant un sistema de
bombeig, cap a un diposit refrigerat a 4-5°C. En alguns casos, previament a
'emmagatzematge, pot ésser refredada amb un bescanviador de calor; en altres,
s'emmagatzema directament en el tanc, on s'anira refrigerant. Aquest sistema de
recollida dbviament no garanteix I'obtencié d'una sang que compleixi les especificacions
gue implica la definici6 que hem donat de "sang higiénica" (apartat 1.2.4) perque
normalment es barreja amb substancies estranyes: contaminants que incrementen la
seva carrega microbiana i liquids que provoquen hemodlisi dels eritrocits i, per tant,
augmenten el contingut d'hemoglobina residual del plasma.

L'objectiu general d'aquest capitol consisteix basicament en determinar la qualitat de
la sang recollida actualment en els escorxadors industrials de les comarques de Girona
per coneixer les caracteristiques de partida del subproducte objecte d'estudi.
Considerarem com a parametres indicadors de qualitat la composicié quimica, la carrega
microbiana i el contingut d’hemoglobina residual al plasma (que comporta problemes de
coloracions fosques i gustos amargants quan s'utilitza en la formulacié de productes
carnis). Es pretén, a més, valorar I'efecte d’alguns factors sobre aquests parametres,
concretament el periode de mostreig, les particularitats dels escorxadors que han
participat en I'estudi, i el punt de mostreig.

L'estudi consisteix doncs en:

1. Fer la caracteritzacio bioguimica de la sang i de les dues fraccions obtingudes per
centrifugacié (plasmatica i cel-lular). Els parametres que s’han determinat sén:
humitat, proteina total, greix, sucres i sals minerals.

2. Determinar la qualitat microbiologica de la sang sencera i estudiar la influéncia
d'alguns factors (época de l'any, caracteristiques dels sistemes de recollida,
processament i emmagatzematge de cada escorxador) sobre el nivell de contaminacié
de la sang recollida i I'origen de la contaminacié. S’han determinat la carrega total de
bacteris aerdbics mesofils, els bacteris psicrotrofs, enterobacteris, clostridis sulfit-
reductors, Staphylococcus aureus, fongs i llevats, bacteris proteolitics i bacteris b-
hemolitics.

3. Determinar el contingut d'hemoglobina residual present a la fraccié plasmatica com a
conseqgliencia de I'hemolisi dels eritrocits. Estudiar alguns dels factors que
condicionen tant el nivell d’hemolisi com la seva evolucié en sang emmagatzemada en
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refrigeracié: el maneig de la sang durant la recollida i transport cap el diposit
d’emmagatzematge, el temps d’emmagatzematge, I'anticoagulant utilitzat (tipus, dosi
i sistema de dosificacio) i la carrega microbiana.
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2.2 MATERIAL | METODES

2.2.1 Procedénciade les mostres

Es va treballar amb mostres de sang provinent de 6 escorxadors industrials de les
comarques de Girona (identificats com A, B, C, D, E i F) que prenen determinades
precaucions higiéniques en la recollida de la sang generada durant el sacrifici del bestiar i
compleixen aquestes tres condicions:

1. recullen sang només de porc (no barrejada amb sang de cap altra especie
animal)

2. addicionen anticoagulant a la sang en el mateix sagnador (citrat sodic o
polifosfat)

3. conserven la sang en refrigeracié

La mostra estudiada incloia practicament la totalitat dels escorxadors de les
comarques gironines que recullen sang higienica i que, en conjunt, suposen un volum de
sacrifici d'uns 13.000 porcs diaris.

Les particularitats de cadascun dels escorxadors que es va considerar que podien
tenir alguna influéncia sobre la qualitat de la sang van ser (Taula 2.1):

1. Nombre de porcs sacrificats diariament.
2. Dosi i tipus d'anticoagulant utilitzat: citrat sodic o polifosfat.

3. Refrigeracié de la sang mitjancant bescanviador de calor abans de
'emmagatzematge.

4. Posici6 de I'animal en el moment del dessagnat: vertical o horitzontal.

5. Temps maxim de residéncia de la mostra de sang dins el diposit refrigerat.
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Taula 2.1. Caracteristiques dels escorxadors

n° porcs Anticoagulant | Refrigeracid previa | Posicio de Hores
ESCORX. i . . . . . .
sacrificats/di | Dosi  Tipus | emmagatzematge I'animal refrigeraci
a 0
A 3000 0,8% Cs® Sl ve <12
B 2500 04% CS Sl \% <12
C 2500 04% CS Sl \% <12
D 2500 08% CS Sl H® > 24
E 2000 1% P9 *) \Y 0
F 600 06% CS NO % v

W cs: citrat sodic (CeHsO/Nag2H,0); @ P: Polifosfat; ® V: vertical (penjat); ¥ H: horitzontal
(estirat);® v: variable.
(*) Agquest escorxador processa la sang immediatament i no I'emmagatzema.

2.2.2 Disseny experimental

L'estudi de caracteritzacié es va dur a terme al llarg de tres anys consecutius. Donada
la possibilitat que les condicions climatiques de les diferents estacions de [l'any,
principalment la temperatura, poguessin influir significativament en la qualitat de la sang
recollida, es va fer un disseny experimental pel primer any que abastava un periode de 6
mesos i que incloia tres etapes de mostreig representatives de diferents condicions
ambientals: tardor (mes de novembre), hivern (mes de febrer) i primavera (finals d'abril-
principis de maig). Es van realitzar tres mostrejos de cadascun dels sis escorxadors i per
a cadascuna de les tres etapes, els resultats dels quals es van considerar repeticions per
a un mateix escorxador. Dins de cada periode es van mostrejar en una mateixa setmana
la totalitat dels escorxadors i el mostreig es va dur a terme al llarg de tres setmanes
consecutives. D'aquesta manera es va disposar d'un total de 9 mostres per a cada
escorxador (3 periodes x 3 setmanes consecutives).

Per a la caracteritzacid fisico-quimica es van utilitzar principalment mostres
procedents d’'un escorxador (10 mostres corresponents a 10 dies de setmanes diferents) i
les mostres del primer periode de mostreig de cadascun dels sis escorxadors estudiats
durant el primer any. Per a la caracteritzacié microbioldgica es van realitzar recomptes de
microorganismes aerobics mesofils i psicrotrofs de totes les mostres recollides durant el
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primer any de mostreig i recomptes de grups especifics de microorganismes
(enterobacteris, clostridis sulfit-reductors, Staphylococcus aureus, fongs i llevats, bacteris
proteolitics i bacteris b-hemolitics) en les mostres corresponents només a I'tltim periode
d’aquest mateix any.

En totes les mostres es va determinar el nivell d’hemalisi. Tanmateix, es van utilitzar
només les mostres ce I'Gltim periode de mostreig del primer any (3 mostres per a cada
escorxador) per lestudi de Il'evoluci6 de I'hemdlisi durant I'emmagatzematge a
temperatures de refrigeracio.

Per tal d'avaluar I'efecte de la carrega microbiana i del tipus d'anticoagulant en
I'evolucio de I'hemodlisi durant 'emmagatzematge es van prendre 5 aliquotes de 100 mL de
dues mostres recollides directament de la sang efluent del porc durant el degollat (A amb
citrat i B amb polifosfat) i es van inocular amb diferents volums de plasma provinent de
sang recollida pel mateix escorxador amb el sistema habitual. Els volums de I'indcul van
ser: Al i B1: control ; A2 i B2: 1 mL; A3iB3: 2 mL; A4iB4:5mL; A5i B5: 10 mL. A
continuacié es va determinar el contingut en microorganismes aerobics mesofils i el grau
d'hemolisi en les dues mostres de sang poc contaminada (A i B) i del plasma utilitzat
com a inocul. Finalment es va estudiar I'evolucié durant 4 dies del grau d'hemolisi de les
mostres inoculades mantingudes a temperatura de refrigeracié (5°C).

Per confirmar les conclusions de I'estudi de qualitat microbiologica i nivells d’hemolisi
obtingudes durant aquest primer any d'estudi, es van seguir mostrejant dos dels sis
escorxadors esmentats durant dos anys més. Es van realitzar recomptes de
microorganismes (bacteris aerdbics mesofils i psicrotrofs, enterobacteris, clostridis sulfit-
reductors i Staphylococcus aureus) i les determinacions dels nivells d’hemoglobina en
plasma en totes les mostres d'aquests dos darrers anys recollides dels diposits
d’emmagatzematge.

Els dos escorxadors es van escollr com a representants dels dos sistemes
d’atordiment i dessagnat que utilitzen els escorxadors industrials d’aquesta zona. El
primer (A) utilitza un sistema d’atordiment mitjancant dioxid de carboni i dessagna
I'animal en posicio vertical (amb el porc penjat d’'un sistema de transport monorail), i el
segon (B) utilitza descarregues eléctriques per a I'atordiment i I'operacié de dessagnat es
fa amb I'animal en posicié horitzontal (estirat damunt una cinta transportadora). Durant 2
anys es va recollir sang en dos punts de mostreig, el mateix sagnador i el diposit
d’emmagatzematge, per tal d’acotar el possible origen de la contaminacio; i es va incloure
un quart periode de mostreig, corresponent a la temporada d’estiu, per tal de confirmar o
descartar l'existéncia d'un efecte estacional sobre la qualitat del producte. Cal tenir
present que les denominacions A i B dels escorxadors d'aquest estudi no es corresponen
amb els escorxadors anomenats A i B en I'estudi de caracteritzaci6 del primer any.
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Es van realitzar també tres mostrejos de cada escorxador per a cadascun dels quatre
periodes i durant els dos anys de I'estudi. Es van considerar repeticions les sis mostres
de cada escorxador (3 setmanes x 2 anys) i per a cadascuna de les etapes de mostreig.

2.2.3 Presa de mostres

Totes les mostres que es van prendre dels tancs refrigerats d'emmagatzematge eren
mostres de sang de conjunt (no d'un Unic animal siné de tots els animals sacrificats fins
al moment del mostreig), barrejada amb l'anticoagulant i refrigerada a uns 45°C. Es van
recollir sempre en recipients esterils a partir de l'aixeta del diposit d'emmagatzematge i
rebutjant el primer raig -que conté la sang retinguda en l'aixeta i, probablement, una
contaminacié microbiana més elevada que la resta-.

Les mostres que es prenien en el sagnador eren de sang no refrigerada d’'un nombre
limitat d’animals i barrejada amb anticoagulant. Es recollien submergint el recipient esteéril
dins la cuba del sagnador.

Per I'estudi que pretenia determinar la influéncia de (1) la carrega microbiana inicial de
la sang i (2) el tipus d'anticoagulant utilitzat sobre I'evolucié del grau d'hemdlisi de les
mostres refrigerades, calien mostres poc hemolitiques i amb una carrega microbiana
baixa. En aquest cas es va treballar amb dues mostres recollides directament de la sang
efluent del porc durant el degollat en el mateix sagnador. S’evitava aixi la contribucié dels
factors de processament (recollida, transport, refrigeracié, emmagatzematge, etc.) sobre
la contaminacié i el grau d'hemodlisi. Les mostres, per tant, no van ser de sang de conjunt
sind d'un Unic individu en cada cas. Es van recollir 1000 mL de sang de cada porc en
recipients esterils que contenien 20 mL d'anticoagulant: mostra A amb 0,5 % (p/v) de
citrat sodic tribasic; i mostra B amb 0,5 % (p/v) de polifosfat.

El transport de les mostres es va fer dins de bosses aillants i amb acumuladors
térmics per mantenir la temperatura de refrigeracié (aprox. 4°C) i, un cop al laboratori, van
ser processades immediatament per tal d'obtenir, per centrifugacid, les dues fraccions de
la sang, la plasmatica i la cel-lular. El temps transcorregut entre la presa de mostres i la
centrifugacié no va ser mai superior a 2 hores, durant les quals es va procurar no trencar
la cadena de fred per no influir en les concentracions relatives de les diferents espécies
de la microbiota contaminant.
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2.2.4 Metodes analitics

2.2.4.1 Separacio de les fraccions plasmaticai cel-lular per centrifugacié

Es van centrifugar les mostres de sang durant 15 minuts a una velocitat de 4.080 rpm
(2.520 x g) i a una temperatura de 45°C amb un equip de centrifugacié Sorvall RC 5C
Plus (DuPont Co., Newtown, Connecticut). La separacié de les dues fraccions es va fer
per decantacio.

En algunes mostres es van realitzar analisis microbiologiques del plasma per avaluar
el percentatge de reduccié de carrega microbiana per efecte de la centrifugacio.

2.2.4.2 Caracteritzacié bioquimica de sang sencera, plasma i fraccié
cel-lular

Humitat. Es va determinar el percentatge de pes perdut per dessecacié de la mostra en
estufa a 102 + 2°C fins a pes constant (norma ISO R-1442).

Proteina total. Es va determinar el contingut en nitrogen pel métode Kjeldhal (norma ISO
R.937; J.A.O.A.C. 65, 1339, 1982). El percentatge de nitrogen es convertia en
percentatge de proteina multiplicant per un factor de 6,25.

Greix. Es va realitzar I'extraccié en continu del greix de la mostra préviament hidrolitzada
i dessecada, amb una mescla d'eter etilic / eter de petroli i en un extractor Soxhlet.
Posteriorment es va procedir a la determinacié del percentatge de greix en la mostra per
gravimetria (norma ISO R1443). Es van caracteritzar també algunes de les fraccions
lipidiques (colesterol i triglicérids) utilitzant una técnica clinica d’analisi automatitzada
(analisis realitzades a I'hospital Josep Trueta de Girona).

Sucres. Es va determinar el contingut en glucosa del plasma utilitzant una técnica
enzimatica basada en dues reaccions: la fosforil-laci6 de la glucosa per ATP, catalitzada
per I'enzim hexoquinasa, i la reduccié de la glucosa-6-fosfat en preséncia de glucosa-6-
fosfat-deshidrogenasa amb reduccié paral-lela de NAD a NADH. L'augment en la
concentraci6 de NADH en el medi, determinada a partir de l'absorbancia a 340 nm, és
proporcional a la concentracié de glucosa en la mostra.

HK
Glucosa + ATP  33%43%4%%3%%%%® Glucosa-6-fosfat + ADP

G6PDH
Glucosa-6-fosfat + NAD" %%%3%%%%® 6-Fosfogluconat + NADH + H'
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El reactiu enzimatic utilitzat va ser el Cromatest (Laboratorios Knickerbocker, S.A.E.
Glucosa Barthelmai). L'absorbancia es mesurava en un espectrofotdometre de doble feix
ultraviolat-visible, Shimatzu UV-160A (Shimatzu Corporation, Kyoto, Japg).

Sals minerals. Es va determinar la massa del residu d'incineracié de les mostres a
550°C, prévia dessecacié a 102 + 2°C (norma ISO R-936).

2.2.4.3 Analisis microbiologiques
Les dilucions decimals de les mostres necessaries per efectuar les sembres i els
recomptes microbiologics es van fer amb tampo fosfat®.

Recompte de bacteris aerdbics mesofils. En van sembrar en medi Base Agar Sang*
Es van incubar les plaques de Petri a 37°C durant 24 hores.

Recompte de bacteris aerdbics psicrotrofs. Es van sembrar en medi Base Agar Sang®.
Es van incubar les plaques de Petri en refrigeracioé a 5°C durant 7 dies.

Enterobacteris. Es van sembrar en Agar cristall Violeta Roig neutre Bilis Glucosa
(VRBG)>. Es van incubar les plaques de Petri en estufa de cultiu a 37°C durant 24 hores.

Clostridis sulfit-reductors. Es van inocular tubs que contenien agar selectiu Sulfit-
Polimixina-Sulfadiazina (SPS)". Es van incubar els tubs en anaerobiosi a 37°C durant 48

hores.

1. Tamp6 fosfat : Na,HPO, 0,05 M7,0980 g/L
pH:7,3 KH,P0O,0,02 M 2,7218 g/lL
2: Base Agar Sang: Extracte de carn 10,0 g/L
pH:7,3 Peptona 10,0 g/L
Clorur sodic 5,0 g/L
Agar-agar 15,0g/L
3: Agar VRBG: Extracte de llevat 3,00/L
pH:7,4 Peptona 7,00/L
Clorur de sodi 5009/L
Sals biliars 15¢9/L
D (+) Glucosa 10,0 g/L
Roig neutre 0,03 g/L
Cristall violeta 0,002 g/L
Agar-agar 12,0 g/L
4: Agar SPS: Sulfit sodic 0,5¢g/L
pH:7,0 Sulfat de polimixina 0,01 g/L
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Staphylococcus aureus. Es va sembrar en medi Baird Parker® suplementat amb rovell
d'ou i tel-lurit potassic; les condicions d'incubacié van ser de 37°C durant 48 hores. La
confirmacié de soques enteropatogeniques es va fer mitjangant la determinacié de
presencia o abséncia de I'enzim termonucleasa (sembra en estria sobre plaques d'Agar
DNAs&’, incubacio a 37°C durant 24 hores i revelat amb acid clorhidric 1N).

Recompte de fongs i llevats. Es van sembrar en plaques Agar Sabouraud’ amb
cloramfenicol. Es van incubar les plaques de Petri a 22-25°C durant 5 dies, fent un primer
recompte al tercer dia d'incubacié.

Bacteris b-hemolitics. Es van sembrar en medi Agar Sang (Base Agar Sang? amb un 7
% de sang de xai desfibrinada). Es van incubar les plaques de Petri en estufa de cultiu a
37°C durant 24-48 hores. Es van comptar les colonies envoltades d'un halo d'hemolisi
complet.

Sulfadiacina sodica 0,12 g/L

Peptona de caseina 15,0 g/L

Extracte de llevat 10,0 g/L
Citrat ferric 0,5¢/L
Tioglicolat sodic 0,1g/L

Polisorbat 80 0,05 g/L

Agar-agar 15,0 g/L

5: Agar Baird Parker : Triptona 10,0 g/L
pH:6,8 Extracte de carn 500/L
Extracte de llevat 1,0g/L

Piruvat de sodi 10,0 g/L

Glicina 12,0 g/L
Clorur de liti 5,040/L

Agar-agar 20,0 g/L

Addicio6 d'una emulsié esteéril de rovell d'ou amb tel.lurit potassic al 0,01 % (p/v)

6: Agar DNasa : Triptona 20,0 g/L
pH:7,3 Acid desoxirribonucleic 2,0 g/L
Clorur sodic 5,04g/L
Agar-agar 12,0g/L
7: Agar Sabouraud : Peptona de caseina 5,0¢9/L
pH:5,6 Peptona de carn 50¢9/L
D (+) Glucosa 40,0 g/L
Agar-agar 15,0 g/L

Cloramfenicol 0,5¢/L
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Bacteris proteolitics. Es van sembrar en Agar de Frazier® i es van incubar les plaques de
Petri a 37°C durant 24-48 hores. Es van comptar les colonies envoltades d'un halo de
protedlisi de la caseina del medi.

2.2.4.4 Determinaci6 del nivell d'hemolisi en mostres de sang

L'estudi del grau d’hemdlisi de les mostres de sang es va realitzar mitjancant una
técnica espectrofotomeétrica. A partir del sobrenedant d'un lisat d'eritrocits de sang de
porc, composat basicament d'hemoglobina, es va realitzar I'espectre d'absorcié entre 200
i 800 nm, en front d'aigua destil-lada (Figura 2.1). Es va utilitzar un espectrofotometre de
doble feix ultraviolat-visible Shimatzu UV-160A (Shimatzu Corporation, Kyoto, Japd). El
pic de maxima absorcié va correspondre a una longitud d'ona de 414 nm. Per avaluar el
grau d'hemolisi de cadascuna de les mostres de sang es va utilitzar doncs I'absorbancia a
414 nm del plasma obtingut per centrifugacié a partir d'una diluci6 1:5 amb aigua
destil-lada. Es va considerar aquest valor com a indicador de la quantitat d'hemoglobina
present en el plasma provinent de la lisi dels eritrocits de la mostra.

Es va fer una corba de calibratge amb concentracions conegudes d'un patro
d'hemoglobina de porc SIGMA H4131 (Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri) per tal
de quantificar la concentracié d'hemoglobina en cadascuna de les mostres de plasma

analitzades.
8: Agar de Frazier : Extracte de carn 3,09g/L
pH: 7,0 Peptona 5,0¢9/L

Clorur sodic 5,00/L
Caseina 259/l
Clorur calcic 0,05 g/L
Hidroxid calcic 0,015 g/L
Agar-agar 14,0 g/L



Caracteritzacio de la sang higiénica 37

+2.58A/ ! f T i

B.5848
caAsDIV
+8 . 660 : ;
M
188 . BCMHMADIV .3 c2E6 .8

Figura 2.1. Espectre d'absorcio del sobrenedant d'un lisat d’eritrocits de porc.

2.2.5 Tractament estadistic de les dades

L'analisi estadistica dels resultats s’ha fet mitjancant els paquets d’aplicacions JMP i
SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

S’ha utilitzat el test de Saphiro-Wilk per comprovar la normalitat de les distribucions
de les dades i el test de Bartlett per comprovar 'homogeneitat de variancies.

Per les analisis de variancia (ANOVA) s’ha utilitzat el procediment GLM (General
Linear Models) i s’han considerat significatius els valors de probabilitat inferiors a 0,05.

Els estudis de separacié de mitjanes s’han fet amb el test Ryan-Einot-Gabriel-Welsch
(REGWQ) i el test de Tukey-Kramer, en ambdds casos amb un nivell de significacio de
0,05.

Per a les analisis de regressié lineal s’ha utilitzat el procediment REG.
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2.3 RESULTATS I DISCUSSIO

2.3.1 Obtenci6é de les fraccions plasmatica i cel-lular per
centrifugacio

Segons Ranken (1980) els percentatges corresponents a cadascuna de les fraccions
de la sang oscil-len entre el 35 i 45 % per la fraccié cel-lular, i entre el 55-65 % pel
plasma. En el present estudi, la mitjana del percentatge (en pes) corresponent a
cadascuna de les dues fraccions obtingudes per centrifugacié de les mostres de sang ha
estat: 57,25 % per la fracci6 plasmatica i 42,75 % per la fraccié cel-lular, aquests
resultats per tant es troben dins els intervals publicats per Ranken.

El nombre de mostres estudiades per obtenir els percentatges de cada fraccié ha
estat de 26, la desviaci6 tipica de la mostra és 8,55 i I'interval de confianga (95%) per
I'estimaci6 feta de la mitjana és de * 3,29.

2.3.2 Caracteritzacié bioquimica de la sang i de les seves fraccions

Es va fer la caracteritzacié bioquimica tant de la sang sencera com de les dues
fraccions separades per centrifugacio. Els resultats obtinguts es mostren en la taula 2.2,
on s’indiquen les mitjanes de cadascun dels parametres analitzats amb el corresponent
interval de confianga (95%).

Taula 2.2. Components majoritaris de cada fraccio

Sang sencera Fraccio Fraccio
plasmatica cel-lular
Humitat (% en pes) 79,21 +0,91 90,83 + 0,10 61,49 + 0,82
Extracte sec:
Proteina (% en pes) 19,48 £ 0,72 6,72 + 0,15 37,20 £ 0,82
Greix (% en pes) 0,28 £ 0,06 0,27 £ 0,10 0,26 £ 0,12
Glucosa (mg/100 mL) nd 157,18 + 15,37 nd
Cendres (% en pes)* nd 1,71 + 0,33 nd

Mitjanes = interval de confianga (95%). (nd: no determinat). “ Inclou el percentatge de sals
minerals afegit amb I'anticoagulant.
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2.3.2.1 Sang sencera

Els resultats pel que fa a la composicid bioquimica de la sang sencera de porc
coincideixen amb els descrits per altres autors (Ranken, 1980).

En relacié al contingut d'aigua de les mostres analitzades, s'observa que l'interval de
valors obtinguts (76,9-81,5 %) és forca més ample que el descrit en la bibliografia, un 80,8
% segons Ranken (1980) o un 80-82 % segons Ockerman i Hansen (1994). La humitat de
les nostres mostres ha estat sovint lleugerament inferior a aquests valors, malgrat que la
mitjana de totes les determinacions (79,21%) no s’allunya significativament dels valors
descrits en la bibliografia. L'explicacié resideix probablement en el fet que algunes
mostres han estat preses de la part inferior dels diposits d'emmagatzematge. Dins els
diposits, després d'un periode de repos, es produeix una estratificacié de la sang de
manera que tendeix a sedimentar la fraccié cel-lular i, per tant, les mostres presenten un
contingut d'aigua una mica inferior al que correspondria a una barreja més homogeénia del
conjunt.

Suposem que el mateix fet explicaria les petites diferéncies pel que fa a percentatge
de proteina, en aquest cas amb els nostres resultats situats en l'interval 17,75-21,21 % i
amb una mitjana de 19,48 % i, per tant, superiors als trobats en la bibliografia consultada,
17 % segons Ranken (1980) i entre 13 i 15 % segons Ockerman i Hansen (1994).

2.3.2.2 Fracci6 plasmatica

El plasma és una dissolucié aquosa rica en proteines que, en la sang sencera, conté
els eritrocits en suspensid. Segons els resultats, les proporcions dels components
majoritaris d'aquesta fraccid -aigua i proteines (73% de l'extracte sec)- sén forca
constants. La variabilitat que s'ha obtingut en les determinacions del contingut en aigua
han estat només de 0,3 %, i en les de concentracié proteica de l'ordre del 5 %, prou
baixes considerant que les mostres sén de procedéncies diferents.

L'elevat contingut d'aigua, junt amb el fet que es tracta d'un medi ric en nutrients i,
com veurem en els resultats de la caracteritzacié microbiologica, altament contaminat,
contribueix a que el producte sigui molt susceptible d'alteracié. Aixo suposa un problema
important i que, evidentment, cal tenir en compte si el que es pretén és trobar alguna
aplicaci6 industrial viable al plasma sanguini.

Les proteines principals que es troben en el plasma soén: la seroalbumina, que
representa un 60 % de la massa total de les proteines plasmatiques, les globulines
(glicoproteines a, b i ¢ i el fibrinogen, precursor de la fibrina, proteina responsable de la
coagulacio sanguinia. Precisament el plasma es diferencia del serum sanguini, que s'obté
quan la sang es coagula, en el fet que aquest Ultim no conté fibrinogen. S'hi pot trobar
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també una quantitat més o menys important d'hemoglobina provinent d'alguns eritrocits
que, per diversos motius que es comentaran més endavant, s'han lisat alliberant el seu
contingut citoplasmatic.

So6n precisament l'elevada concentracié i les caracteristiques de les proteines
plasmatiques, principalment les de la proteina majoritaria (seroalbumina), les que fan que
es tracti d'un producte potencialment interessant, tant per les seves propietats
nutricionals com funcionals, ja comentades en els corresponents apartats de la
introduccié (1.2.3.1i1.2.3.2)

Pel que fa referéncia a les determinacions del contingut en greix de les mostres,
pensem que la variabilitat que s'ha trobat es pot atribuir més a la técnica analitica
utilitzada que no pas a variacions reals del contingut en greix del plasma. De tota manera
es pot afirmar que, en qualsevol cas, la concentracié de greix en les mostres analitzades
és sempre inferior a I'L %, valor que coincideix amb els que apareixen en les taules de
composicié bioquimica de sang citades per diferents autors: 0,1 % segons Ranken (1980)
i entre 0,1-1 % segons Ockerman i Hansen (1994). Altres autors (Lynn Knipe, 1988)
asseguren que aquest contingut en greix, encara que és relativament baix, pot ser
suficient per a qué sorgeixin problemes d’enranciment oxidatiu en plasma deshidratat,
promogut per la preséncia de ferro provinent de la lisi dels eritrocits i, per tant, més greus
guant més hemolitica sigui la sang a partir de la qual s'ha obtingut el plasma (vegeu
apartat 2.3.4).

Es va determinar la composicid d’aquesta fraccio lipidica analitzant el contingut en
colesterol i en triglicerids en 24 mostres corresponents a dos escorxadors diferents.

Els resultats obtinguts varen ser de 83,1 mg /100 mL de colesterol i 54,8 mg/100mL
de triglicérids (Figura 2.2). Si comparem els valors de concentracié d’aquestes fraccions
lipidiques amb les de I'ou, utilitzat sovint com a ingredient funcional en aliments, veiem
que el contingut en colesterol del plasma (0,08%) és molt inferior al de I'ou sencer (0,5%).
La diferencia pel que fa a la concentracié de triglicérids és encara superior, ja que
aquesta fraccié lipidica representa el 9,7% de la composicié del rovell, és a dir, prop del
3% en I'ou sencer, mentre que en el cas del plasma seria només del 0,05%.

La fraccio lipidica més important del plasma correspondra per tant a fosfolipids i, tenint
en compte que els acids grassos dels fosfolipids de la sang sén majoritariament
poliinsaturats, la composicié del greix, malgrat ser un component minoritari, contribuira al
valor dietétic del producte.
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Figura 2.2. Components lipidics de la fraccié plasmatica de sang de porc. Mitjana i
interval de confianga (95%).

La concentracié de glucosa en el plasma també ha resultat ser forga variable, pero
sempre amb valors de l'ordre de 0,1 0 0,2 %. Per les dades obtingudes en les analisis la
variabilitat no sembla atribuible a diferéncies entre els escorxadors estudiats; més aviat
pot dependre de diferéncies fisiologiques entre els animals sacrificats els diferents dies de
mostreig. Els valors normals de glucosa en sang pels porcs vius varien entre 3,7 i 6,4
mmol/L, equivalents a concentracions entre 66 i 115 mg/100 mL; per tant, els continguts
en glucosa determinats sén relativament elevats. Per tal de confirmar-los es van fer
analitzar, amb una técnica enzimatica automatitzada emprada en les analisis cliniques,
12 mostres corresponents a dos escorxadors diferents (analisis realitzades a I'hospital
Josep Trueta de Girona). Es van fer unes proves preliminars amb sang de porc que
contenia EDTA i citrat sodic com a anticoagulant que van permetre comprovar que aquest
ultim, que és lutilitzat pels escorxadors, no interferia en les determinacions
enzimatiques. Els resultats de les analisis, 132 + 22 mg/100 mL, ens van permetre
corroborar l'ordre de magnitud dels valors obtinguts inicialment. Aquesta elevada
concentracio de glucosa en sang es podria explicar probablement com una conseqiiéncia
de la situaci6 d’'estrés que viu l'animal en els moments previs al sacrifici (Heinze i
Mitchell, 1989) o, segons informacions obtingudes a partir de persones relacionades amb
el sector, a I'incompliment de les hores de dejuni prévies al sacrifici de I'animal.

Pel que fa al plasma com a possible ingredient alimentari, aquests continguts en
glucosa probablement no sén prou alts per comportar problemes apreciables de reaccions
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d'enfosquiment no enzimatic (reaccions de Maillard) en cas d'aplicar un tractament térmic
durant el processament posterior d'aquest producte.

Pel que fa referéncia al contingut en cendres o sals minerals, determinades també
només en el plasma, veiem que el marge de variacié és significativament important. Cal
tenir en compte perd que bona part del contingut en cendres depén de la concentracid
d'anticoagulant afegit a la sang durant el procés de recollida i que aquest és un dels
factors diferencials entre els escorxadors estudiats. La preséncia o abséncia i la
concentracidé d'alguns ions s6n importants pel seu efecte sobre propietats funcionals de
les proteines, com per exemple la capacitat de formacié de gels per escalfament
(Delaitre, 1983; Chen et al., 1994) o la solubilitat (Delaitre, 1983); aixi com sobre el
rendiment d'alguns processos d'obtencié de concentrats proteics a partir del plasma, com
la ultrafiltracié o la deshidratacié per atomitzacié (Delaney, 1977; Real del Sol y Martin,
1991; Martin et al., 1995).

2.3.2.3 Fraccio6 cel-lular

La composicié d'aquesta fraccid, segons els resultats de la caracteritzacié bioquimica,
coincideix forca amb la proposada per altres autors. L'interval de concentracio proteica de
les nostres mostres (35,4-39,0 %) és més estret que el citat per Ockerman i Hansen
(1994), 28-38 %, i la mitjana dels nostres valors (37,2 %) esta lleugerament per sobre el
valor suggerit per Ranken (1980), 35,1 %.

L'elevada concentracié de proteines és una caracteristica d’aquesta fraccié, de fet els
principals constituents de la fraccié sedimentada durant la centrifugacié de la sang, els
eritrocits de porc, soén cel-lules amb forma de disc bicdncau, petits (d'uns 5,3 - 6,2 mm de
diametre), sense nucli ni altres organuls citoplasmatics i que contenen quantitats
importants d'hemoglobina, de l'ordre dun 96,5 % en pes sobre extracte sec.
L'hemoglobina conté un 94 % de globina i el 6 % restant correspon al grup hem amb un 9
% de ferro. La funcié principal d'aquesta proteina és la unié amb l'oxigen que ha de ser
transportat, a través de la sang, des dels pulmons fins a la resta de teixits de I'animal. La
lisi dels eritrocits, provocada per causes diverses (apartat 2.3.4), comporta l'alliberament
de I'hemoglobina a la solucié i, per tant, la preséncia d'aguesta proteina en el plasma que
s'obté per centrifugacio.

Degut al color intens del grup hem només una petita quantitat d’hemoglobina afegida
en qualsevol producte alimentari suposa un enfosquiment en molts casos no desitjable.
Per aix0 aquesta fraccié es destina majoritariament a I'alimentacié animal, els problemes
de coloracié que comporta la seva addicié6 acostumen a ser la raé principal per a qué no
sigui utilitzada en aliments destinats al consum huma.
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Existeixen varis tractaments possibles de la fraccié cellular per eliminar el grup
responsable del color -extracci6 amb solvents organics, hidrolisi quimica o enzimatica,
destruccié oxidativa (Wismer-Pedersen, 1988)- i que permeten obtenir un producte
interessant des del punt de vista nutricional i amb algunes propietats funcionals
aprofitables. La produccié d’hidrolitzats proteics amb la finalitat d’eliminar el grup hem
comporta pero alguns problemes. D'una banda l'aparici6 de gustos amargants i olors
indesitjables (Dreper et al., 1981 i Olsen, 1983; citats per Wismer-Pedersen, 1988), i de
I'altra I'encariment que suposen les etapes de processament implicades en la preparacio
del producte final.

El component lipidic d'aquesta fraccié presenta també una variabilitat molt gran que,
igual que en el cas de les analisis del plasma, podem atribuir en bona part a la técnica
analitica. En qualsevol cas, el resultat de les nostres analisis, 0,26 %, s'apropa més al
0,4 % proposat per Ranken (1980) que a I'1 % d'Ockerman i Hansen (1994).
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2.3.3 Caracteritzacié microbiologica

S'ha comentat anteriorment que el sistema de recollida higiénica de la sang de porc
gue duen a terme els escorxadors estudiats no sembla ser I'Optim per assegurar una
bona qualitat microbiologica del producte. El resultat del present estudi deixa palés que la
contaminacié microbiana de la sang recollida és considerablement elevada, tant pel que
fa a la carrega contaminant general (bacteris aerobics mesofils i psicrotrofs) com pel que
fa a la preséncia de grups indesitjables perqué suposen un risc potencial per la salut
(Staphylococcus aureus, enterobacteriacies) o perqué poden causar alteracions de les
caracteristiques organoléptiques i/o degradar algun dels components basics dels
aliments, amb la consegiient disminucié o pérdua de valor nutritiu (bacteris protealitics,
hemolitics, clostridis sulfit-reductors, fongs i llevats, etc.).

2.3.3.1 Bacteris aerobics mesofils

Els bacteris aerobics mesofils s6n microorganismes capacos de desenvolupar-se en
preséncia d'oxigen a una temperatura entre 30 i 37°C. El recompte d'aquests
microorganismes, utilitzat com a indicador de carrega microbiana general, ens pot
orientar sobre la longevitat, la seguretat potencial i les condicions higiéniques d'obtencio
del producte analitzat, en aquest cas la sang de porc.

Els resultats dels recomptes de microorganismes aerobics mesofils, obtinguts fent la
mitjana dels logaritmes de les tres determinacions per a cada periode i per a cadascun
dels escorxadors, es mostren en la figura 2.3. Es pot observar que els valors oscil-len
entre carregues de l'ordre de 10° a 10° ufc/mL, que coincideixen amb els obtinguts per
Ockerman i Hansen (1994) quan no es segueixen mesures higiéniques estrictes durant el
procés de sacrifici. Evidentment, I'elevat nombre de microorganismes seria atribuible a les
condicions del sistema de recollida, sistema obert exposat a miltiples fonts de
contaminacié. Els valors que se citen a la bibliografia sobre carrega contaminant de sang
de porc obtinguda amb sistemes tancats, oscil-len entre 2 x 10%i 3 x 10° ufc/mL segons
Nilsson (1975) o, fins i tot, poden ser inferiors a 2 x 10° ufc/mL segons Ockerman i
Hansen (1994). Aquests valors serien del mateix ordre dels que s'han trobat per sang
efluent recollida directament abans de caure al sagnador i, per tant, sense l'efecte
contaminant del sistema de processament.



Caracteritzacio de la sang higiénica 45

log ufc/mL

2 Tardor
Hivern
O Primavera

Escorxador

Figura 2.3. Recomptes de bacteris mesofils (log ufc/mL) per a cada escorxador i per a
cada periode. Mitjana i interval de confianca (95%).

Les possibles fonts de contaminacié microbiana a les quals esta exposada la sang en
un sistema obert i en el mateix moment del degollat de I'animal inclouen:

- El ganivet utilitzat, que pot contenir 10*-10° ufc/cm? (Gerrard i Mallion, 1977) i pot estar
contaminat amb espores (Jensen, 1954).

- La pell dels porcs, que, abans de ser rentada, pot contenir 10°-10° microorganismes
aerobics i 10°-10° anaerobics en 13 cm? de la regi6 on s'inserta el ganivet (Jensen i Hess,
1941).

La transferéncia de microorganismes des de la pell de I'animal fins a la canal es déna
principalment a través del ganivet i les mans del treballador. La poblacié adquirida per les
mans dun treballador després de manipular aproximadament uns 100 cm?® de pell
assoleix valors de l'ordre de 2 x 10° microorganismes i, de la roba d'un treballador que
hagi escorxat 100 canals en un periode de 6 h, es poden obtenir recomptes de l'ordre de
3 x 10" organismes/cm? (Swingler, 1982).

Evidentment s'han d'adoptar mesures estrictes d'higiene, com sén el rentat de I'animal
abans del degollat -per eliminar possibles restes de sol, excrements i bruticia adherida al
pél, mesura suggerida per Roberts (1980) (citat per Swingler, 1982)- o I'esterilitzaci6 del
ganivet i rentat de les mans del treballador després de cadascun dels animals
dessagnats. Tot i aquestes precaucions, pero, aquests factors poden seguir suposant
una font important de contaminacio.
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- Els orins, excrements, regurgitacions del contingut estomacal i aigua de rentat que
regalima de la pell de I'animal, i que cauen en la mateixa pica de recepcioé de la sang,
també son fonts importants de substancies estranyes i de contaminacié microbiologica
de la sang.

- Els microorganismes de l'aire de les sales de sacrifici i la contaminacié present en les
superficies de I'equipament que entren en contacte amb la sang (conduccions, valvules,
tancs d'emmagatzematge) sén també fonts de contaminacié que cal tenir en compte.

Els recomptes totals de mostres de sang fresca, utilitzada per Erickson i Von
Bockelmann (1975) per a ultrafiltracid, es movien entre 1,7 x 10° i 1,0 x 10" ufc/mL i
depenien del temps d'emmagatzematge en refrigeracié abans del processament. Per tant,
els valors finals de contaminacié de la sang venen determinats no només per la carrega
contaminant inicial, procedent d'alguna de les fonts esmentades, sind també pel temps
que duri el periode d'emmagatzematge.

Els resultats de I'ANOVA per determinar I'efecte de I'escorxador i del periode de
mostreig sobre la contaminacié per bacteris mesofils (annex 1a) han permés determinar
que les diferéncies entre escorxadors no son significatives ¢>0,05) pero si ho son les
diferéncies entre periodes (P<0,05).

S’ha fet una separacié de mitjanes dins de cada escorxador per estudiar la incidéncia
del periode de mostreig en cadascun per separat i una dins de cada periode. S’ha utilitzat
el métode de REGW amb un nivell de significacié de 0,05. Els resultats dels valors F i de
probabilitat per a cadascun dels casos s’expressa en la taula 2.3, aixi com els resultats
de la separacié de mitjanes.

Segons els resultats d’aquests tests no es poden fer grups de mitjanes entre escorxadors
per cada periode ja que les diferéncies entre ells, pel que fa als nivells de contaminacié
per bacteris aerdbics mesofils, no son estadisticament significatives. A priori, abans de
fer el present estudi, es pensava que algunes de les particularitats en el sistema de
recollida d'alguns dels escorxadors, per exemple el fet de dessagnar en horitzontal, que
permet evitar la barreja amb liquids i substancies estranyes procedents del mateix animal
(escorxador D) o el fet de processar immediatament la sang enlloc d'emmagatzemar-la en
refrigeracié (escorxador E), podia significar una millora en la qualitat microbiologica de la
sang, en comparacié amb la d'altres escorxadors on no es duien a terme aquestes
activitats. Malgrat que les mitjanes dels recomptes de mesofils per aquests dos
escorxadors han estat les més baixes, I'analisi estadistica de les dades ens indica que
les diferéncies, respecte a la resta d'escorxadors estudiats, no son significatives. Per tant
les esmentades practigues no impliguen cap millora substancial en la qualitat
microbiologica de la sang recollida (almenys pel que fa a carrega total). Basant-nos
només en aquests resultats es podria dir, doncs, que no és recomanable la inversio que
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suposaria la introduccié d'aquestes modificacions en el sistema de recollida com a UGnica
mesura per millorar la qualitat microbioldgica del producte obtingut.

Taula 2.3. Recomptes de bacteris aerdobics mesofils (log ufc/mL)

Escorx. Tardor Hivern Primavera |mitjana +i.c. Prob >F
A 6,00 + 0,15 5,27 +0,14 572+0,34 |5,66+0,24a 0,0133
Aa B a A a F:9,66
B 5,92 + 0,08 5,60 + 0,88 548 +0,66 |5,69+0,34a 0,6552
Aa Aa A a F:0,37
¢ 5,96 + 0,68 5,52 + 0,24 6,10+0,31 |5,86+0,28a 0,2474
Aa Aa A a F:1,78
D 5,61 +0,51 5,17 + 0,26 550+0,25 |5,43+0,22a 0,2883
Aa Aa A a F:1,54
E 5,88 + 0,79 5,45 + 0,31 559+095 |5,61+0,38a 0,7590
Aa Aa A a F:0,29
F 6,31 +0,40 5,55 + 0,52 6,12+0,78 |5,99+0,37 a 0,2537
Aa Aa A a F:1,74
mitj.+ ]1595+0,11 A 543+0,10B 5,77+0,14 A
I-c. 0,97 0,51 0,86
F 0,4783 0,7628 0,5390
Prob > F

Mitjana * interval de confianca (95%) de cada escorxador per a cada periode de mostreig. Les
lletres darrera els valors indiquen els grups de mitjanes obtinguts a partir del test REGW : les
lletres majuscules diferents indiquen diferéncies significatives entre mitjanes dels diferents
periodes, i les lletres mindscules diferencies significatives entre mitjanes d’escorxadors.

Els resultats dels tests de separacié de mitjanes indiquen que la mitjana del recompte
de mesofils del segon periode (hivern) és significativament més baixa que la dels periodes
1 (tardor) i 3 (primavera), considerats globalment, i que dins de cada escorxador les
diferéncies entre periodes només sén significatives en el cas de I'escorxador A. Malgrat
que, teoricament, les sales de sacrifici i especejament dels escorxadors han d'estar
refrigerades i, per tant, les fluctuacions de la temperatura exterior al llarg de l'any no
haurien de ser importants, les diferéncies obtingudes entre els diferents periodes de
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mostreig indiqguen que existeix certa influéncia de la temperatura de I'ambient en els
nivells de carrega contaminant de la sang. En cadascun dels escorxadors per separat, en
general, s'obtenen recomptes més baixos durant el periode d’hivern, tot i que I'analisi
estadistica només considera significatives les diferéncies entre periodes en I'escorxador
A, que sembla que seria el que patiria més l'efecte de les fluctuacions en la temperatura
ambiental de les diferents époques de l'any.

Influéncia de la centrifugacio sobre la carrega microbiana

Durant el tercer periode de mostreig es van fer recomptes generals de bacteris
aerobics del plasma per tal de veure com es distribueix la carrega microbiana entre les
dues fraccions que s’obtenen per centrifugacioé de la sang. Els resultats es mostren a la
taula 2.4 en forma de mitjana (com a minim de 5 determinacions) dels percentatges de
carrega en cadascuna de les fraccions obtinguts per a cadascun dels escorxadors.

S'ha obtingut una variabilitat molt alta en els nivells de carrega contaminant del
plasma. La mitjana del contingut en bacteris aerobics mesofils i psicrotrofs de la majoria
d'escorxadors es troba entre el 10 % i el 30 % de la carrega contaminant de la sang
sencera. Unicament en I'escorxador C hem obtingut uns valors més alts, de I'ordre del 50
% de mitjana, i amb una variabilitat encara més alta. Segons Ockerman i Hansen (1994),
aproximadament el 20-25 % dels bacteris queden en el plasma i el 75-80 % restant en la
fracci6 dels eritrocits. Per aix0, si la contaminaci6 inicial de la sang és baixa, és a dir si
es recull en condicions higiéniques, preferiblement mitjangant un sistema tancat, el
plasma pot tenir una contaminacié molt reduida, d'aproximadament 100 microorganismes
per mL. En el nostre cas, on partim de mostres de sang altament contaminades, els
recomptes que s'obtenen en les mostres de plasma segueixen essent considerablement
elevats, ja que una reducci6 del 90 % només suposa la disminucié en un ordre de
magnitud. Els recomptes d'aerobis mesofils en plasma sén doncs de l'ordre de 10%-10°
ufc/mL, una contaminacié encara prou alta per indicar un elevat potencial de
deteriorament del producte.

Taula 2.4 Distribucié de la carrega microbiana contaminant en les diferents
fraccions de la sang per efecte de la centrifugacio (%)

ESCORXADOR PLASMA FRACCIO
CEL-LULAR
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A 23,05 76,95
B 10,86 89,14
C 43,52 56,48
D 22,79 77,21
E 12,18 87,82
F 22,78 77,22

2.3.3.2 Bacteris aerobics psicrotrofs

Els microorganismes psicrotrofs sén aquells capacos de créixer amb relativa rapidesa
a temperatures de refrigeracio; inclouen, per tant, els psicrofils, amb temperatures
optimes de creixement inferiors a 20°C, perd0 també molts microorganismes amb
temperatura Optima entre 25-30°C. Dins aquest grup es troben amb frequéncia
representants dels géneres Pseudomonas, Flavobacterium, Achromobacter, Alcaligenes,
també algunes espécies de Micrococcus, Lactobacillus, Enterobacter, Artrhobacter i
alguns fongs i llevats (Speck, 1984).

En estudis realitzats per Erickson i Von Bockelmann (1975) la microbiota contaminant
de les mostres de sang analitzades estava dominada per pseudomonadacies, tant si es
tractava de mostres amb contaminacié total elevada com baixa. En el present estudi s'ha
analitzat només la carrega que representen els bacteris psicrotrofs en general, sense
caracteritzar els géneres particulars que composen aquest grup.

El nivell de contaminacié per aquests microorganismes €s especialment important en
productes que requereixen ser conservats a temperatures de refrigeracié ja que pot
orientar-nos sobre el periode de temps que es pot mantenir el producte emmagatzemat
sense patir alteracions importants. La seva presencia, especialment recomptes elevats,
indica un alt potencial de deteriorament durant periodes d'emmagatzematge llargs.

Els resultats dels recomptes de microorganismes aerobics psicrotrofs, obtinguts fent
la mitjana dels logaritmes de les tres determinacions per a cada periode i per a cadascun
dels escorxadors, es mostra en la figura seguent:
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Figura 2.4. Recomptes de bacteris psicrotrofs (log ufc/mL) per a cada escorxador i per a
cada periode. Mitjana i interval de confianga (95%).

Els recomptes de psicrotrofs en tots els escorxadors i per a tots els periodes de
mostreig han estat molt elevats (10*10° ufc/mL), només d'un o dos ordres de magnitud
inferiors als recomptes de microorganismes aerobics mesofils.

Segons Ockerman i Hansen (1994), quan la sang es recull higiénicament i
s'emmagatzema a 2°C, els recomptes inferiors a 2000 ufc/mL s'han de mantenir
constants durant varis dies. En la majoria dels casos la sang es pot emmagatzemar 4
dies a 2°C abans que el nombre de bacteris comenci a augmentar significativament. Perd
si no es segueixen mesures higiéniques estrictes, els mateixos autors parlen de
contaminacions inicials elevades (2,5x10° ufc/mL) i que poden augmentar rapidament
durant 'emmagatzematge.

L’ANOVA per determinar I'efecte de I'escorxador i del periode de mostreig sobre la
contaminacié per bacteris psicrotrofs (annex 1b), igual que en el cas de bacteris mesofils,
ha donat diferéncies significatives P<0,05) només entre les mostres corresponents a
diferents periodes.

S’ha fet una analisi de la variancia dins de cada escorxador per estudiar la incidéncia
del periode de mostreig en cadascun per separat i una dins de cada periode. S’ha fet
també un test de separacio de mitianes REGW amb un nivell de significacié de 0,05. Els
resultats dels valors F i de probabilitat per a cadascun dels casos s’expressa en la taula
2.5, aixi com els resultats de la separacié de mitjanes
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Taula 2.5. Recomptes de bacteris aerdbics psicrotrofs (log ufc/mL)

Escorx. Tardor Hivern Primavera | mitjanazi.c. Prob >F
A 5,16 + 0,20 4,24 +1,22 4,41 +054 |4,60+ 0,48 ab 0,2893
Aa Aa Aa F:1,54
B 4,92 +£1,26 5,02 + 0,59 3,70+0,93 |4,65+0,64ab 0,2699
Aa Aa Aa F:1,72
C 5,40 + 1,03 5,08 + 0,34 524+056 | 524+0,36a 0,8257
Aa Aa Aa F:0,20
D 5,57 +0,42 4,32 + 0,29 4,46 £+0,42 |4,79+0,43ab 0,0074
Aa Ba Ba F:12,38
E 4,68 £ 1,26 3,79+0,86 4,00+096 |4,11+058 b 0,5386
Aa Aa Aa F:0,73
F 4,92 £ 0,70 4,43 + 0,17 532+1,30 |4,89+050ab 0,4060
Aa Aa Aa F:1,05
mitj. +i.c. ] 5,13+0,33A 4,48+0,32B 4,61+0,41B
F 0,54 2,01 2,11
Prob > F 0,7455 0,1496 0,1468

Mitjana * interval de confianca (95%) de cada escorxador per a cada periode de mostreig. Les
lletres darrera els valors indiquen els grups de mitjanes obtinguts a partir del test REGW: les
lletres majuscules diferents indiquen diferéncies significatives entre mitjanes dels diferents
periodes, i les lletres minlscules diferencies significatives entre mitjanes d’escorxadors.

Els resultats dels tests de separacié de mitjanes indiqguen que la mitjana del recompte
de psicrotrofs del periode 1 (tardor) és significativament més alta que la dels periodes 2
(hivern) i 3 (primavera), i que dins de cada escorxador les diferéncies entre periodes
només sén significatives en el cas de I'escorxador D. Observant els resultats de la taula
25 es veu que, I'inica excepcié de recomptes de
microorganismes psicrotrofs sén inferiors també pel segon periode de mostreig que pels
periodes 1 i 3, fet que, tot i no ser significatiu, estaria relacionat amb les diferéncies entre
periodes trobades en els recomptes de microorganismes mesofils.

amb I'escorxador B, els

El fet que 'ANOVA consideri significatives les diferéncies entre periodes malgrat que
I'Gnic escorxador on s'obté una separacié clara de mitjanes sigui l'escorxador D pot ser
degut a qué les diferencies entre els tres periodes dins aquest escorxador tenen prou pes
perqué el model global les consideri significatives.
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Pel que fa a diferéncies entre escorxadors, i malgrat que I'analisi de la variancia no
consideri significatives les diferéncies entre ells, el test de REGW separa la mitjana de
I'escorxador C, que presenta el recompte de psicrotrofs més elevat, i la de I'escorxador E,
que és el que té la mitjiana més baixa. La resta d’escorxadors no difereix significativament
de cap dels 2 anteriors.

En aquest cas sembla que el temps d'emmagatzematge ha de tenir un efecte
important sobre els recomptes perqué la contaminacié inicial és molt alta i les
temperatures de refrigeracié afavoreixen selectivament el creixement d'aquest grup de
microorganismes. Aquest fet queda reflectit en la comparacié entre els recomptes de
I'escorxador E, que processa la sang immediatament després de la recollida i les mostres
del qual corresponen a sang fresca no refrigerada, amb els de la resta d'escorxadors, dels
quals hem analitzat mostres mantingudes en refrigeracié durant algunes hores.

2.3.3.3 Enterobacteris

La familia Enterobacteriaceae esta integrada per petits bacils gram-negatius, aerobics
i anaerobics facultatius, no esporulats, fermentadors de glucosa i altres carbohidrats.
Alguns generes son hostes habituals de l'intesti de I'nome i dels animals. S6n importants
en Microbiologia alimentaria perqué inclouen generes i espécies patdgenes (Salmonella,
Shigella, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli enteropatdgena), bacteris modificadors
dels caracters organoléptics dels aliments (proteolitics, gasogénics, acidogenics, etc.) i
géneres utilitzats com a indicadors de contaminacié6 fecal d'aigua i aliments
(enterobacteriacies lactosa positives o coliforms).

Gunstone (1980) va trobar, analitzant sang de vedella al Canada, que la sang fresca
contenia invariablement Proteus i E. coli. En el present estudi, igual que en el cas dels
bacteris psicrotrofs, no s'ha fet la caracteritzacié dels generes que composen aquest
grup, siné un recompte general d'enterobacteris per avaluar globalment quina és la seva
participacié en la contaminacio del producte estudiat.

Els recomptes d'enterobacteris obtinguts en les nostres analisis, representats en la
figura segiient, han estat de l'ordre de 10°-10* ufc/mL.
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Figura 2.5. Recomptes d’enterobacteris (log ufc/mL) per a cada escorxador. Mitjana i
interval de confianga (95%).

En l'estudi de Erickson i Von Bockelmann (1975) la carrega de coliforms presents en
les mostres de sang fresca varia entre 1,7 x 10%i 8,0 x 10* ufc/mL, les enterobacteriacies
suposen un 0,5 % de la carrega contaminant total en mostres amb recomptes totals
elevats i un 5 % si els recomptes totals sén baixos. D’aquest estudi es dedueix també
que mentre la sang es manté a temperatures de refrigeracié la microbiota predominant
pertany a les pseudomonadacies i el nombre de coliforms fins i tot pot disminuir, i que un
augment de temperatura durant el processament suposa increments importants tant en
els recomptes totals com en els de coliforms. En el nostre estudi la contaminacié per
enterobacteriacies suposaria aproximadament un 1 % del recompte general de
microorganismes aerobics mesofils.

Malgrat que l'analisi de la variancia (annex 1c) no consideri significatives les
diferéncies entre els recomptes d'enterobacteris dels sis escorxadors, veiem que els
resultats més baixos sén els corresponents a l'escorxador D (igura 2.5). Aixo podria
atribuir-se al sistema de dessagnat de l'animal en posicié horitzontal que, tedricament,
evita que els excrements i part del contingut estomacal que pot regurgitar I'animal durant
el sacrifici es barregin amb la sang. Per tant, tot i no representar una mesura important
pel que fa a carrega contaminant general, aquest sistema sembla ser Util per disminuir la
contaminacio d'origen fecal o enteéric.

2.3.3.4 Clostridis sulfit-reductors

So6n bacils gram-positius esporogénics anaerobics del génere Clostridium. Les seves
espores s6n més resistents que les cel-lules vegetatives a un ampli ventall de factors que
limiten la supervivéncia o el creixement d'altres microorganismes, com ara bacteridfags,
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bacteriocines o antibidtics, radiacions, temperatures extremes, etc. Dins aquest grup
s'inclouen espécies b-hemolitiques i algunes espécies proteolitiques o putrefactives
(Clostridium sporogenes, C.putrefasciens, C.botulinum, etc.) que provoquen l'aparicio de
productes indesitjables en aliments (sulfurs, mercaptans, amoni, amines, etc.) a partir de
la descomposici6 anaerobica de proteines, péptids o aminoacids. S'hi troben també
especies sacarolitiques acidogéniques (C.perfringens, C.butyricum, C.pasteurianum, etc.)
i algunes especialment importants en Microbiologia alimentaria degut a la significacio,
des del punt de vista sanitari, de les seves toxines (C.botulinum, C.perfringens).

C.perfringens s'ailla freqlientment del sol, aigiies i contingut intestinal de I'home i els
animals i s'utilitza, junt amb els coliforms, com a microorganisme indicador de
contaminacio fecal.

C.botulinum es troba ampliament distribuit al sol, en concentracions baixes, pero
també es pot aillar de sediments daigiles dolces i marines. Es responsable del
botulisme, una intoxicacié d'origen alimentari, potser la més greu, provocada per la
ingestio d'aliments que contenen neurotoxines sintetitzades per aguest microorganisme.

Els ordres de magnitud dels nostres recomptes presenten una variabilitat molt alta,
entre <10-10* ufc/mL. Gunstone (1980) \a trobar, analitzant sang de bovi al Canada, que
la sang fresca mai contenia Clostridium o Salmonella. Suposem que en el seu cas es
tractava de sang recollida en millors condicions higiéniques que la que forma part del
nostre estudi, tot i que aquest grup de microorganismes és I'inic on varies mostres
d'alguns escorxadors han donat negatives, és a dir, recomptes inferiors a 10 ufc/mL.
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Figura 2.6. Recomptes de clostridis sulfit-reductors (log ufc/mL) per a cada escorxador.
Mitjana i interval de confianca (95%).
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La distribucié dels resultats dels recomptes d’aquest grup no s'ajusta a una distribucio
normal i, per tant, no s’ha realitzat I'analisi de la variancia com amb els altres grups de
microorganismes. Tanmateix, el grafic on estan representades les mitjanes dels
recomptes per cada escorxador (Figura 2.6) és prou il-lustratiu i mostra que els
recomptes més baixos corresponen als escorxadors D i F. L'explicacié, pel cas de
l'escorxador D, podria ser la mateixa que en els recomptes d'enterobacteris. El fet de
dessagnar el porc en posicié horitzontal podria comportar menys probabilitat de
contaminacio fecal, suposant que I'origen, almenys d'una part dels clostridis trobats, sigui
el tracte intestinal de I'animal sacrificat. De tota manera, aquest recompte es pot utilitzar
també com a indicador de condicions higiéniques generals durant el procés de
dessagnat, recollida i emmagatzematge de la sang. Probablement les manipulacions
higieniques durant tot el procés siguin més facils de mantenir en un escorxador més petit
com l'escorxador F, que sacrifica diariament un nombre forga més baix de porcs (entre 3 i
6 vegades menys que els altres escorxadors estudiats).

2.3.3.5 Staphylococcus aureus

Els estafilococs s6n cocs gram-positius amb metabolisme respiratori i fermentatiu, les
poblacions naturals dels quals estan principalment associades a les glandules de la pell i
membranes mucoses d'animals de sang calenta. Algunes espécies s6n patogenes
oportunistes de I'nome i els animals. Els estafilococs sén els bacteris no esporulats més
resistents a la dessecacio, toleren valors baixos d'activitat d'aigua.

Staphylococcus aureus és sovint responsable d'intoxicacions alimentaries produides
per ingestié de les enterotoxines termoresistents que produeix en aliments contaminats.
Sintetitza també exotoxines amb activitat hemolitica, capaces de lisar els eritrocits de
sang de diferents especies. Moltes soques sén productores de coagulases (coagulen el
plasma sanguini) i una desoxirribonucleasa termoresistent capa¢ de digerir 'ADN
extracel-lularment.
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Figura 2.7. Recomptes de Staphylococcus aureus (log ufc/mL) per a cada escorxador.
Mitjana i interval de confianca (95%).

Tot i que Gunstone (1980), analitzant sang de bovi, trobava Staphylococcus aureus
només ocasionalment i la majoria no eren coagulasa positius. Els nostres recomptes han
estat importants, doncs es troben entre valors de 10 i 10*ufc/mL (Figura 2.7) i la majoria
de soques aillades i investigades (un 81 %) han resultat ser DNAsa positives. Existeix
una elevada correlacié entre soques coagulasa i DNAsa positives i les productores
d'enterotoxines i, per tant, la seva preséncia en quantitats tan elevades en un producte
que pretén utilitzar-se com a matéria primera per a l'elaboracié d'aliments destinats al
consum huma és del tot indesitjable. A més, com ja hem comentat, les toxines
estafilocociques sén resistents als tractaments térmics i, en conseqiiencia, qualsevol
tractament d'aquest tipus al qual es sotmeti el plasma sanguini o el producte on ha estat
incorporat no ens garanteix la seguretat de I'aliment.

Els resultats de TANOVA (annex 1e) indiquen que es poden considerar significatives
les diferencies entre els sis escorxadors estudiats pel que fa a contaminacié per
S.aureus. El test de separaci6 de mitjanes diferencia tres grups, considerant
significativament més alta la mitjana de I'escorxador F (més temps dins el marge de
temperatures adequades pel desenvolupament de Staphylococcus) i més baixes les dels
escorxadors E (processament immediat de la sang), D (dessagnat del porc en posicié
horitzontal i potser menys liquid de rentat barrejat amb la sang que pot arrossegar
microorganismes de la pell) i B.

2.3.3.6 Fongsillevats

Els fongs s6n microorganismes eucariotes aerdbics heterotrofs. Els fongs
filamentosos s6n multicel-lulars i amb una estructura vegetativa composta per un conjunt
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d'hifes que formen el miceli. Els llevats son fongs que es presenten en forma unicel-lular.
Creixen bé a temperatura ambient i alguns s6n capacos de créixer també a temperatures
de refrigeraci6 (Geotrichum, Botrytis, Penicillium, etc.). Poden ser responsables
d'alteracions en aliments produint modificacions de les seves caracteristiques fisiques i
gualitats organoléptiques. Les espores fungiques sén facilment dispersades a través de
'ambient, de manera que l'aire de les sales de processament d'aliments pot ser una
important font de contaminaci6. Lh dels principals riscos de la contaminacié fungica en
aliments és l'alliberament de metabolits toxics (micotoxines) per exemple pels géneres
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, etc.

Els recomptes d'aquest grup de microorganismes en les mostres analitzades han
estat de l'ordre de 10%-10° ufc/mL, tal com es reflecteix en la figura segiient. Aquesta
contaminacié prové probablement de la propia pell de I'animal o de l'aire de la sala de
sacrifici de I'escorxador.
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Figura 2.8. Recomptes de fongs i llevats (log ufc/mL) per a cada escorxador. Mitjana i
interval de confianca (95%).

Els resultats de 'ANOVA (annex 1f) indiquen que no es poden considerar significatives
les diferéncies entre els sis escorxadors estudiats pel que fa a contaminacié per fongs i
llevats. Malgrat aix0 s'observa que la mitjana de I'escorxador E és significativament més
baixa que la dels altres encara que l'interval de variacié dels valors és molt ample. Els
recomptes més baixos en aquest escorxador es podrien explicar pel fet que és I'Gnic on
el processament de la sang és immediat i, per tant, s'evita l'efecte d'increment de carrega
contaminant que suposa el periode de temps que generalment transcorre entre la
recollida i el processament.
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Els recomptes més alts s'han obtingut en I'escorxador F, probablement perqué en no
tenir bescanviador de calor, la sang es manté més temps que la de la resta a
temperatures optimes pel creixement d'aquest tipus de microorganismes.

2.3.3.7 Bacteris b-hemolitics

Els bacteris hemolitics sén un grup heterogeni de microorganismes capacos de
sintetitzar exotoxines que provoquen la lisi dels eritrocits de sang de diferents especies
animals, en el nostre cas, sang d'origen porci. Tot i que no sén objecte d'investigacio
habitual en les determinacions de qualitat microbioldgica de productes alimentaris s’ha
considerat interessant la seva quantificaci6 en les mostres estudiades per la seva
possible participacié en lincrement del grau d'hemolisi de mostres emmagatzemades
durant periodes més o menys llargs en espera de ser processades.

Els recomptes per aquest grup de microorganismes obtinguts en el present estudi han
estat de l'ordre de 10°-10° ufc/mL (Figura 2.9).

Les mostres de sang fresca utilitzades per Erickson i Von Bockelmann (1975) en
processos d'ultrafiltracié contenien entre 5 x 10% i 3,5 x 10* de bacteris b-hemolitics/mL.
En sang amb un recompte total elevat només el 5 % de la microbiota corresponia a
espécies b-hemolitiques, mentre que en sang amb recomptes baixos aquests grups de
microorganismes assolien proporcions meés elevades en relacié a la carrega total; un 10
% eren b-hemolitics. En el nostre cas, i tenint en compte que els recomptes totals s6n de
l'ordre de 10° a 10° ufc/mL, la proporcié que suposen els bacteris b-hemolitics és
d'aproximadament un 10 %. Aquesta proporcid és prou elevada per fer pensar que
qualsevol endarreriment en la separacid de les fraccions de la sang suposara un
increment en el grau d’hemolisi causat per I'activitat d’aquest grup de microorganismes i,
per tant, la conseguent pérdua de qualitat del plasma que se n’obtingui.
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Figura 2.9. Recomptes de bacteris hemolitics (log ufc/mL) per a cada escorxador.
Mitjana i interval de confianca (95%).

Els resultats de I'’ANOVA (annex 1g) indiguen que no es poden considerar
significatives les diferéncies entre els sis escorxadors estudiats pel que fa a contaminacié
per bacteris hemolitics. Totes les mitjanes obtingudes s6n aproximadament del mateix
ordre i, per tant, no sembla que les particularitats dels sistemes de recollida dels
escorxadors estudiats tinguin cap influéncia sobre el nombre d'aquest tipus de
microorganismes.

2.3.3.8 Bacteris proteolitics

Els bacteris proteolitics s6n un grup heterogeni de microorganismes capagos de
produir proteases extracel-lulars actives. Alguns dels bacteris psicrotrofs més comuns
sén fortament proteolitics i provoquen canvis indesitjables, particularment quan assoleixen
nivells de poblacié elevats, després de llargs periodes de conservacié dels productes en
refrigeracié. Es freqilent trobar espécies proteolitiques en géneres com Clostridium,
Bacillus, Pseudomonas i Proteus (Frazier i Westhoff, 1988). Algunes proteases
sintetitzades per aquests microorganismes sén enzims termoestables, que poden
mantenir la seva activitat després d'un tractament termic del producte que els contenia i,
per tant, poden seguir degradant substrats proteics fins i tot quan ja no hi és present el
microorganisme productor.

Molts dels bacteris que composen la microbiota contaminant de la sang analitzada en
el nostre treball presenten activitat proteolitica, doncs s'han obtingut recomptes de l'ordre
de 10*-10° ufc/mL (Figura 2.10), que suposen un 10 % dels valors del recompte general de
bacteris mesofils aerobics.
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Figura 2.10. Recomptes de bacteris proteolitics (log ufc/mL) per a cada escorxador.
Mitjana i interval de confianca (95%).

En aquest cas també I'escorxador E, que processa la sang immediatament, és el que
ha donat recomptes de bacteris proteolitics més baixos, tot i que no significativament
diferents dels de la resta d'escorxadors. Els resultats de 'ANOVA (annex 1h) indiquen
que no es poden considerar significatives les diferéncies entre els sis escorxadors
estudiats pel que fa a contaminacio per bacteris proteolitics.

2.3.3.9 Nivells globals de contaminaci6

La sang recollida en tots els escorxadors presenta una carrega microbiana molt
elevada, tant de microorganismes indicadors de contaminacié general com dels diferents
grups especifics de microorganismes investigats. La preséncia d'aquests elevats nivells
de contaminacié microbiologica i de grups de microorganismes amb activitat deteriorant
i/lo potencialment patdogens fa que la qualitat d’aquesta sang no es pugui considerar
adequada com a matéria primera de productes destinats a alimentacié humana.

En la figura 2.11 es representen els valors mitjans globals dels recomptes obtinguts
per cada tipus o grup de microorganismes investigat.
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Figura 2.11. Contaminacié microbiologica global de la sang (log ufc/mL). Mitjana i interval
de confianga (95%).

Cap dels escorxadors sembla utilitzar un sistema prou efica¢ per assegurar sang amb
una qualitat microbioldgica acceptable. Les petites modificacions en els sistemes de
recollida i emmagatzematge d'alguns escorxadors no impliqguen cap millora substancial
en la carrega contaminant de la sang, tot i que els recomptes més baixos d'alguns grups
especifics de microorganismes (psicrotrofs, fongs i llevats, S.aureus i bacteris
proteolitics) en I'escorxador E ens porten a pensar que el processament immediat de la
sang recollida és una de les mesures que pot tenir alguna incidéncia en la qualitat
microbioldgica del producte.

De la mateixa manera, s'ha observat que en varies ocasions (mesofils, psicrotrofs,
fongs i llevats, S.aureus, bacteris proteolitics) els recomptes més elevats de
microorganismes han correspost a l'escorxador F, que no disposa d'un sistema de
refrigeracié rapid com a pas previ a 'emmagatzematge. Aquest fet ens confirma que, en
cas de no poder-la processar immediatament, és preferible que la refrigeracié de la sang
es faci el més rapidament possible.

L'escorxador D, tot i no presentar nivells de contaminacid significativament més baixos
que la resta d'escorxadors estudiats, ha estat el que ha donat alguns dels recomptes
mitjans més baixos en gairebé tots els grups (mesofils, fongs i llevats, enterobacteris,
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clostridis, S.aureus i proteolitics). Cal tenir en compte que aquest era I'inic escorxador
del qual totes les mostres analitzades tenien un temps de residéncia dins el diposit
refrigerat superior a 24 hores i, per tant, la contribucié als recomptes elevats que
representa el creixement durant l'emmagatzematge té més pes que en altres
escorxadors. El sistema de dessagnat amb l'animal estirat, en posicid horitzontal,
practicat per aquest escorxador, sembla, doncs, que pot tenir algun efecte sobre la
reduccié de la contaminacié global, i la d'origen fecal en particular. Amb aquests resultats
podriem concloure, perd, que I'efecte positiu d’aquesta mesura no és significatiu si no va
acompanyada d’una rapida utilitzacié i/o processament de la sang recollida.

2.3.3.10 Influencia del sistema de dessagnat. Origen de la contaminaci6

Per tal de confirmar I'encert dels resultats que es derivaven d'aquest estudi es va
plantejar repetir els mostrejos per fer analisis microbiologiques en dos escorxadors
(identificats com a A i B) durant els dos anys seguents, incorporant un quart periode de
mostreig, corresponent a l'estiu, amb [l'objectiu de cobrir les caracteristiques
climatologiques particulars de totes les estacions de I'any. Cal tenir present que els
escorxadors A i B d’aquest estudi no coincideixen amb els que s’havien anomenat A i B
en I'estudi de caracteritzacié.

Es va afegir també un segon punt de mostreig -el sagnador- amb la finalitat de
comprovar si l'elevada carrega contaminant de la sang dels diposits era deguda a
deficients condicions higieniques del mateix procés de dessagnat o al tractament
posterior de la sang recollida (contaminacio durant el transport fins al diposit o condicions
d'emmagatzematge inadequades que afavoreixen el creixement de la microbiota
contaminant).

En la taula 2.6 es mostra el resultat de I'analisi de la variancia (annex 2a i 2b) pels
recomptes de microorganismes aerobics mesofils i psicrotrofs que permet determinar quin
dels factors estudiats afecta significativament els nivells de carrega contaminant de la
sang. Segons aquesta analisi existeixen diferéncies significatives entre els recomptes
d’aerobis mesofils efectuats en diferents epoques de l'any. L'analisi per separat de les
dades de contaminacié mesofila de cadascun dels escorxadors (annex 2a) confirma
I'existeéncia de diferéncies significatives entre periodes, observades en el model global,
només en el cas de I'escorxador A, mentre que en I'escorxador B, tot i que la tendéncia
seria la mateixa, I'analisi estadistica no considera prou significatives les diferencies entre
periodes. L'estudi per separat de les mostres procedents dels dos punts de mostreig
confirma en ambdds casos les diferencies entre recomptes de microorganismes aerobics
mesofils segons el periode de I'any.
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Taula 2.6. Efecte de I'origen, I'escorxador i el periode de mostreig sobre els
recomptes de bacteris aerobics mesofils i psicrotrofs. Resultats de I’ ANOVA.

Mesofils Psicrotrofs
Font de variacio g.l. F P F P
Escorxador 1 0,22 0,6417 0,80 0,3739
Origen 1 2,34 0,1295 10,4 10,0018
Periode 3 4,22 0,0078 4,63 0,0048
Esc. * Origen 1 0,01 0,9311 1,19 10,3173
Origen * Periode 3 1,16 0,3281 1,25 0,2662
Esc. * Periode 3 2,03 0,1160 0,26 0,8552
Esc.* Orig.* Per. 3 0,44 0,7239 0,93 0,4307

En la figura 2.12 es presenta el resultat del test de separacié de mitjanes amb totes
les dades i considerant només l'efecte dels diferents periodes de mostreig. L'analisi
separa dos grups de mitjanes -les corresponents a I'hivern (5,64 + 0,20 log ufc/mL),
significativament més baixes que les de l'estiu (6,12 + 0,18 log ufc/mL) i la tardor (6,07 +
0,28 log ufc/mL)- i no considera la mitjana dels recomptes de primavera (5,78 + 0,26 log
ufc/mL) diferent de cap de les mitjanes dels altres periodes.

Aquest resultat serveix per verificar les conclusions de l'estudi de caracteritzacio
microbiologica on participaven els sis escorxadors, ja que també s’havien obtingut nivells
de contaminacié mesofila inferiors durant el mostreig corresponent al periode d’hivern.

El fet que no s’obtinguin diferéncies degudes a 'origen de les mostres ens indica que
la contaminacié microbioldgica més important es dona ja a nivell de sagnador, durant la
primera etapa del procés de ecollida, i que, per tant, seria en aquest punt on caldria
millorar d’entrada les condicions higiéniques. Les recomanacions que caldria fer serien
doncs extremar les precaucions pel que fa a desinfeccid del ganivet i de la pica receptora,
netejar la pell e I'animal préviament al sacrifici i minimitzar la caiguda al sagnador de
substancies alienes a la propia sang.
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Figura 2.12. Recomptes de bacteris mesofils (log ufc/mL) per cadascun dels periodes.
Mitjanes + intervals de confianca (95%) dels mostrejos de dos anys en dos escorxadors.
Les lletres mindscules indiquen el resultat del test de separacido de mitjanes (Tukey-
Kramer a=0,05).

Tampoc s’han observat diferéncies importants entre els dos escorxadors en els
recomptes d'aerobis mesofils i, per tant, podem confirmar que el canvi a un sistema
horitzontal (escorxador B), tal com haviem pronosticat, no és suficient per reduir els
riscos de contaminacié general.

Pel que fa als recomptes de microorganismes aerobics psicrotrofs I'analisi estadistica
(annex 2b) mostra que en aquest cas és significatiu I'efecte tant del periode de mostreig
com de l'origen de les mostres (sagnador o diposit). Els recomptes de microorganismes
psicrotrofs sén sempre, per a tots els periodes, inferiors en les mostres recollides en el
sagnador, tot i que les diferéncies només son significatives en el cas de I'escorxador A.
Probablement les diferéncies entre les mostres del sagnador i del diposit siguin degudes
al fet que, en partir de valors més baixos, el creixement en el diposit -afavorit per les
condicions de refrigeracio- d’aquest grup de microorganismes es fa apreciable i per tant,
relativament més important que el del conjunt de microorganismes mesofils.

En la figura 2.13 es presenta el resultat del test de separacié de mitjanes considerant
I'efecte dels diferents periodes de mostreig sobre mostres de procedéncia diferent.
L’'analisi per separat de les mostres de diferent origen indica que les diferéncies entre els
periodes de mostreig sobn més importants en les mostres recollides en el sagnador
(P<0,05) que en les del diposit. Malgrat aixo, el test de separacié de mitjanes de les
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dades en conjunt distingeix dos grups que coincideixen amb els que s’havien obtingut en
el cas dels microorganismes mesofils: recomptes més baixos a I'hivern (4,68 + 0,23 log
ufc/mL) i més elevats a l'estiu (5,22 + 0,21 log ufc/mL) i la tardor (5,20 + 0,36 log ufc/mL),
mentre que els de primavera (4,95 + 0,21 log ufc/mL) no difereixen significativament de
cap dels altres grups.

En aquest cas, doncs, també s’aprecia I'efecte estacional sobre els microorganismes
psicrotrofs que s’havia observat en I'estudi anterior (recomptes més baixos a I'hivern) i, a
més, coincideix amb la influéncia que tenia el periode de mostreig sobre la microbiota
mesofila, tot i que pels psicrotrofs es fa més evident en les mostres recollides en el
sagnador. Aix0 és logic si tenim en compte que la majoria de microorganismes mesofils
gue composen la microbiota contaminant sén probablement psicrotrofs i si considerem
que el creixement daquest grup de microorganismes en el diposit tendeix a
homogeneitzar els recomptes.

Sagnador Diposit

log ufec/mL

hivern primavera estiu tardor

Figura 2.13. Recomptes de bacteris psicrotrofs (log ufc/mL) per cadascun dels periodes i
dels dos punts de mostreig. Mitjanes = intervals de confiangca (95%) dels mostrejos de
dos anys en dos escorxadors. Les lletres minUscules indiquen el resultat del test de
separacio de mitjanes (Tukey-Kramer a=0,05).
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En la taula 2.7 es mostra el resultat de I'analisi de la variancia pels recomptes de
sulfit-reductors)

microorganismes

d’origen

Staphylococcus aureus.

fecal

(enterobacteris

clostridis

Taula 2.7. Efecte de l'origen, I'escorxador i el periode de mostreig sobre els

recomptes d’enterobacteris, clostridis sulfit-reductors i Staphylococcus aureus.

Resultats de ’TANOVA.

Enterobacteris Clostridis s.r. S. aureus
Font de variacio g.l. F P F P F =]
Escorxador 1 757 0,0073 6,99 0,0098 1,62 0,2068
Origen 1 542 0,0222 1,19 0,2785 1,70 0,1961
Periode 3 552 0,0016 3,32 0,0235 2,43 0,0708
Esc. * Origen 1 253 0,0623 0,20 0,8940 0,19  0,9043
Origen * Periode 3 205 0,1562 4,36 0,0398 0,33 0,5667
Esc. * Periode 3 457 0,0051 1,37 0,2584 1,15 0,3336
Esc.* Orig.* Per. 3 111 0,3511 0,12 0,9475 0,40 0,7502

De l'analisi dels resultats obtenim que totes les fonts de variacié considerades tenen

un efecte significatiu sobre els resultats dels recomptes d’enterobacteris i, per tant, que hi
ha diferéncies entre els dos escorxadors -lI'escorxador A presenta una mitjana dels

recomptes més elevada (4,64 + 0,19) que I'escorxador B (4,23 + 0,25)-, entre mostres de
diferent procedéencia -les recollides al sagnador donen una mitjana inferior (4,27 + 0,26)
que les del diposit (4,60 = 0,18)- i entre periodes de mostreig -la contaminacié per
enterobacteris de les mostres recollides a I'hivern té una mitjana significativament més
baixa (4,02 £ 0,28) que les de la resta de periodes (4,6 + 0,34; 4,64 £ 0,27 i 4,61 + 0,33)-.
S'observa també un efecte significatiu de la interaccié escorxador i periode que indica que
I'efecte estacional és diferent en cadascun dels escorxadors. L'estudi per separat dels

resultats de cada escorxador indica que és I'escorxador B el que té un pes especific més

important sobre el model global, ja que és en I'inic on les diferéncies entre periodes
comentades son clares (P<0,05).
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L'analisi estadistica indica també que les diferéncies en el recompte d’enterobacteris
entre els dos escorxadors sén només significatives en les mostres del sagnador, fet que
gueda reflectit en la figura 2.14. De la mateixa manera es veu que I'efecte estacional és
molt significatiu en les mostres del sagnador i no ho és en les del diposit.
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Figura 2.14. Recomptes d’enterobacteris (log ufc/mL) per cadascun dels periodes i dels
dos punts de mostreig. Mitjanes + intervals de confianca (95%) dels mostrejos de dos
anys en cadascun dels escorxadors.

Si comparem aquests resultats amb els que haviem obtingut en el treball de
caracteritzaci6 comentat anteriorment podem comprovar que, una altra vegada, els
recomptes d’enterobacteriacies sén inferiors en I'escorxador que utilitza un sistema de
dessagnat amb I'animal estirat, malgrat que les diferéncies entre ambdds escorxadors no
resulten estadisticament significatives en les mostres recollides en els diposits
d’emmagatzematge. Probablement, com en el cas de la microbiota psicrotrofa, sigui
degut a qué el creixement dirant el transport i emmagatzematge emmascara l'efecte
sobre la contaminacié fecal que podria tenir el metode de dessagnat, que sembla evident
si considerem només les mostres recollides del sagnador.

En referencia a I'estudi dels recomptes de clostridis cal dir, en primer lloc, que s’ha fet
I'analisi de la variancia tot i no haver obtingut una distribucié normal de les dades i havent
comprovat que les variancies no sén homogeénies. Els resultats de I'estudi estadistic
s’han d'interpretar, per tant, tenint en compte aquestes limitacions. Aixo pot ser degut en
part a la gran variabilitat en els recomptes d’aquest grup de bacteris i al fet que en varies
mostres no s’ha detectat la seva preséncia. Malgrat els resultats de significacié de les
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diferents fonts de variacié aportats pel model global (Taula 2.7), que considera important
I'efecte de I'escorxador i del periode de mostreig, I'analisi per separat de cada escorxador
no considera significatives les diferéncies entre periodes. Pel que fa a I'analisi de les
mostres del sagnador independentment de les del diposit s’arriba a concloure que per
aquestes Ultimes no s'observen diferéncies entre escorxadors, mentre que per les
mostres del sagnador I'escorxador B déna recomptes significativament inferiors a
I'escorxador A .

Aquesta diferéncia en els nivells de contaminacié per clostridis es podria correlacionar
amb els resultats obtinguts en el cas dels enterobacteris, ja que ambdds grups pertanyen
a microbiota d’origen fecal.

4 _
Sagnador Diposit
3 +
-
E
(8]
5 27
[@2]
o
1 +
O 4
A B
Escorxador

Figura 2.15. Recomptes de clostridis sulfit-reductors (log ufc/mL) per cadascun dels
escorxadors i dels dos punts de mostreig. Mitjanes = intervals de confianca (95%) dels
mostrejos de tots els periodes durant dos anys.

Sembla doncs que el sistema de dessagnat amb I'animal en posicié horitzontal
redueix la contaminacio fecal pero que la disminucié no és suficient per garantir una sang
amb nivells acceptables de contaminacio.

L'estudi estadistic dels resultats dels ecomptes de Staphylococcus aureus (Taula
2.7) no ha donat un efecte significatiu en cap de les possibles fonts de variacid, indicant
aixi que les diferéncies entre els dos escorxadors estudiats no es poden considerar
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significatives i que els recomptes no varien en funcidé del periode de mostreig ni de la
procedéncia de les mostres analitzades.
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Figura 2.16. Recomptes de Staphylococcus aureus per cadascun dels escorxadors i dels
dos punts de mostreig. Mitjanes + intervals de confianca (95%) dels mostrejos dels quatre
periodes durant dos anys.

Malgrat aix0, s’observa també que els recomptes de I'escorxador B han estat gairebé
sempre inferiors als de I'escorxador A, amb mitjanes & 3,39 + 0,16 log ufc/mL en el
primer cas i de 3,57 = 0,15 log ufc/mL, en el segon Figura 2.16). Potser aquesta
diferéncia, observada també en el primer estudi, es podria atribuir a qué el sistema de
dessagnat en posicié6 horitzontal redueix la contaminacié per microorganismes
procedents de la pell de I'animal (com poden ser els estafilococs) perqué dificulta que el
liquid de rentat que regalima de I'animal es barregi amb la sang.
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2.3.4 Estudi de l'hemolisi

2.3.4.1 Determinacié per espectrofotometria

S'ha comentat en la caracteritzacié bioquimica (apartat 2.3.2.3) que el component
principal de la fraccio cel-lular, obtinguda a partir de la centrifugacié de la sang sencera,
és I'hemoglobina, una proteina que conté ferro i que proporciona el color vermell
caracteristic de la sang. Una coloracié vermella del plasma indica que les membranes
que envolten els globuls vermells s'han trencat i els eritrocits han alliberat a la solucié el
seu contingut proteic; aquest fet és el que s’anomena hemolisi.

L'hemolisi es produeix en solucions hipotoniques, amb una pressié osmotica inferior a
la de la sang, que donen lloc a un augment de la turgencia de les cél-lules per absorcié
d'aigua i finalment provoquen la lisi o trencament de la membrana. Es pot produir també
per contacte de la sang amb dissolvents organics que afecten els components de
naturalesa lipidica de la membrana cel-lular. Canvis grans o sobtats de temperatura,
processos de congelacié o danys fisics a la membrana provocats durant el tractament
mecanic de la sang, també poden causar I'hemdlisi dels eritrocits (Filstrup, 1980).

No interessa que el plasma que s'obté a partir de la sang recollida presenti
concentracions elevades d'hemoglobina, per una part, pels problemes que comporta de
coloracions no desitjades en el producte i, per una altra, per prevenir processos de
desenvolupament de ranciesa oxidativa dels greixos, ja que el ferro de I'hemoglobina
actua com a catalitzador d'aquest tipus de reaccions. Segons Lynn Knipe (1988)
I’'hemoglobina en combinacié amb el contingut relativament alt de greix en el plasma pot
provocar gustos i aromes anomals.

Per tant, per obtenir plasma net després de la centrifugacié s'han de tenir en compte
una serie de factors, que inclouen:

(1) Procurar no barrejar la sang amb cap solucié hipotonica, per exemple evitant la
caiguda dins el sagnador daigua que pot regalimar de la pell de I'animal després de
rentar-lo, prenent precaucions especials durant I'addicié de l'anticoagulant i assegurant
que els diposits de recollida i les conduccions estiguin completament secs, sense restes
d'aigua de les operacions de neteja.

(2) Evitar un tractament mecanic massa brusc que provoqui el trencament dels eritrocits.
Amb un acurat tractament de la sang en els conductes, unions i valvules es pot
minimitzar I'nemalisi. Per exemple, es pot evitar la utilitzacié de bombes centrifugues, que
poden causar danys innecessaris als eritrocits, i procurar que la sang flueixi cap al
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recipient de recollida sense provocar esquitxos, preferentment relliscant per la paret del
diposit.

L'estudi comparatiu del nivell d’hemolisi s'ha fet, tal com s'indica en l'apartat de
material i métodes @.2.4.4), a partir de les lectures d'absorbancia a 414 nm de les
mostres de plasma obtingudes per centrifugacié de la sang. S'havia determinat préviament
I'espectre d'absorcié del sobrenedant d'un lisat d'eritrocits de sang de porc (provocant un
xoc osmotic amb l'addici6 d'aigua destil-lada a la fraccié cellular separada per
centrifugacié) per conéixer la longitud d'ona corresponent al pic de maxima absorcié de
I'hemoglobina de les mostres, que va ser a 414 nm. El grup hem presenta les dues
bandes d'absorcié en el camp visible caracteristiques de tots els pigments d'estructura
tetrapirrdlica, una amb un maxim entre 550 i 660 nm, anomenada banda Q, i amb longitud
d'ona variable en funcié de l'estat del grup hem (unit 0 no a una molécula d'oxigen, amb el
ferro en forma oxidada o reduida, etc.). | una altra amb un maxim d'absorcié cap els 430
nm, que s'anomena banda B o de Soret, molt més intensa. Aquesta Ultima és la que
correspondria a la banda utilitzada en aquest estudi, amb un pic a 414 nm en les
mostres, i a 405 nm en el patré6 de metahemoglobina utilitzat per fer la quantificacio. Es
una zona de l'espectre que permet apreciar amb gran sensibilitat el poder colorant de
I'hemoglobina, i que per tant, ha estat util per comparar el nivell d'hemoglobina residual
present en el plasma com a conseqiiéncia de I'nemadlisi dels eritrocits.

Els resultats de les determinacions del grau d’hemolisi, obtinguts fent les mitjanes de
les tres determinacions per a cada periode i per a cadascun dels escorxadors, es mostra
en la figura 2.17.

En l'analisi de la variancia de les dades ransformades en logaritmes (annex 3a) no
s’han obtingut diferéncies significatives entre periodes pero si entre els escorxadors. S’ha
fet també una separacié de mitjanes dins de cada escorxador per estudiar la incidéncia
del periode de mostreig en cadascun per separat i una dins de cada periode. S’ha utilitzat
el test de REGW amb un nivell de significacié de 0,05. Els resultats dels valors F i de
probabilitat per a cadascun dels casos s’expressa en la taula 2.8, aixi com la separacié
de mitjanes.
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Figura 2.17. Determinacions del grau d’hemolisi (Abs a 414 nm) per a cada escorxador i
per a cada periode. Mitjana i interval de confianca (95%).

Els resultats del test de separacié de mitjanes indica que les diferéncies entre la
mitjana del grau d’hemdlisi de les mostres del diferents escorxadors son significatives.
S’obtenen dos grups de mitjanes i els escorxadors A i D sén els que presenten nivells
més alts d’hemolisi, fet que comentarem en [l'apartat de quantificaci6. No sén
significatives, en canvi, les diferéncies entre els tres periodes de mostreig considerats
globalment. L'analisi separada per a cada escorxador indica que només en I'escorxador E
es pot separar la mitjana del primer periode de mostreig, més alta, de les dels periodes
d’hivern i primavera, les quals no difereixen significativament entre elles.

En aquest escorxador, durant el primer periode, I'addicié de I'anticoagulant es feia de
manera discontinua (amb una cadéncia de 100 animals sacrificats). S'afegia tot el volum
de solucié necessaria per a uns 300 litres de sang i s'assegurava la mescla amb la que
anava caient a la pica de recepcié mitjancant barreja mecanica. Evidentment aquest
sistema provocava més hemolisi per trencament dels eritrocits que durant el segon i
tercer periodes, quan ja s'havia canviat el sistema de dosificacid i s'utilitzava, igual que en
la resta d'escorxadors, una dosificaci6 més continuada i per aspersié, sense necessitat
de barrejar mecanicament el conjunt. Aquests resultats confirmarien el fet que entre els
factors importants que determinen el grau d'hemolisi destaquen tant el tractament
mecanic al qual esta sotmesa la sang durant el procés de recollida, com les diferéncies
de pressi6 osmotica provocades en aquest cas per I'addicié6 d’un volum molt gran de
solucio anticoagulant. El sistema d’addicié per aspersio, que permet assolir els mateixos
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nivells de concentracid final d’anticoagulant afegint petits volums de solucié de manera
continua és, doncs, el sistema de dosificaci6 més adequat.

Taula 2.8. ANOVA i separacié de mitjanes del grau d’hemadlisi (Abs a 414 nm)

Escorx. Tardor Hivern Primavera |mitjana +i.c. Prob >F
A 1,34 £ 0,06 1,50 + 0,83 1,16 +0,12 |1,34+0,26 a 0,6828
Aa Aa A ab F : 0,4068
B 0,63 +0,13 0,92 + 0,56 050+0,11 |0,71+0,23b 0,3545
Ab Aa Ac F:1,2851
C 0,59 + 0,02 0,72 + 0,19 0,98+042 0,76 +0,17b 0,2125
Ab Aa A abc F:2,0270
D 1,47 £ 0,11 1,51 +0,88 1,93+055 | 1,64+0,33a 0,5029
Aa Aa Aa F:0,7724
E 1,49 + 0,54 0,63+0,07 0,69+ 0,22 |0,66+0,29b 0,0206
Aa B a B bc F:9,3227
F 1,16 £ 0,61 0,73 + 0,40 0,69+0,25 |086+027b 0,3357
A ab Aa A bc F:1,3167
mitj.ti.c.| 1,09+ 0,12A 100+0,15A 1,02+0,15A
F 9,1271 2,4608 7,3296
Prob > F 0,0012 0,0934 0,0030

Mitjana % interval de confianca (95%) per a cada escorxador i per a cada periode de mostreig.
Les lletres darrera els valors indiquen els grups de mitjanes obtinguts a partir del test REGW:
les lletres majldscules diferents indiquen diferéncies significatives entre mitjanes dels
diferents periodes i, les lletres minuUscules diferéncies significatives entre mitjanes
d’escorxadors.

2.3.4.2 Quantificacié

Es va fer I'espectre d’absorcié (Figura 2.18) des de 200 fins a 800 nm d’una solucio del
patré6 de metahemoglobina de porc en aigua destil-lada per determinar la longitud d'ona
corresponent al pic de maxima absorbancia que utilitzariem per realitzar la recta patro,
que va resultar de 405 nm. La quantificacié aproximada de la concentracié d’hemoglobina
en plasma que representaven els valors d'absorbancia llegits es va fer a partir d'una recta
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de calibratge (Figura 2.19) amb concentracions conegudes d'aguest mateix patré de
metahemoglobina. La corba de calibratge obtinguda va ser:
y = 0,0066 x + 0,0555 (R% 0,995).
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Figura 2.18. Espectre d’absorcié d’'una solucié de metahemoglobina de porc.

Es va utilitzar la mitjana del valor d'absorbancia a 414 nm de 4 mostres de sang
obtingudes directament del torrent sanguini de I'animal, per tant poc hemolitic, com a
valor basal aproximat d’absorbancia a 414 nm d’altres molécules plasmatiques diferents
de I'hemoglobina. Es va restar aquest valor d'absorbancia no atribuible a presencia
d’hemoglobina i, per tant, independent del grau d’hemolisi de la sang, als valors
d’absorbancia obtinguts per les diferents mostres analitzades. El valor mig d’absorbancia
del plasma no hemolitic a 414 nm obtingut va ser 0,322.
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Figura 2.19. Recta de calibratge entre I'absorbancia a 405 nm i la concentracié de
solucions de metahemoglobina de porc. y = 0,0066 x + 0,0555 (R?: 0,995).

La lectura de concentracié es va fer utilitzant la recta de calibratge de la figura 2.19,
malgrat que el patré utilitzat és metahemoglobina, és a dir, d’hemoglobina amb el ferro del
grup hemo oxidat (Fe*) i s'observa un efecte hipsocrom de desplagament del pic
d’absorbancia maxima des dels 414 nm, que obteniem en les mostres amb el ferro del
grup hemo en forma reduida (Fe*), fins als 405 nm del patr6. No es va poder avaluar
I'efecte sobre el nivell d'absorbancia que suposava aquest desplagcament i, per tant, els
valors de la quantificacié no es poden considerar com a valors reals sind una aproximacio
al contingut d’hemoglobina en el plasma de les mostres analitzades. L’efecte hipsocrom
acostuma a anar acompanyat d’'una disminucié en I'absorbancia i, per tant, suposem que
els valors de concentracié que donem sén una aproximacié per excés del contingut real
d’hemoglobina en les mostres de plasma analitzades.

Els valors aproximats de concentracié obtinguts per a cada escorxador van ser €els que
es mostren en la taula 2.9.

Existeixen diferencies entre mostres procedents de diferents escorxadors: les
mitjanes dels escorxadors A i D (que en lanalisi quantitativa van arribar a donar
concentracions de l'ordre de 1500 mg/L i valors minims del mateix ordre que els maxims
de B i C) so6n significativament més altes que les dels escorxadors B, C (que mai havien
donat valors de concentracié superiors a 800 mg/L i la majoria de les mostres fins i tot
molt per sota) i de E i F (amb valors que, com a maxim i només en dues ocasions, van
arribar als 1000 mg/L).
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Taula 2.9. Valors aproximats de concentracié d’hemoglobina en plasma

Escorxador interval de concentracié d’hemoglobina (mg/L)
Tardor Hivern Primavera
A 682-761 470-1491 514-667
B 92-254 110-831 51-134
C 147-160 159-398 147-687
D 746-897 467-1535 776-1492
E 629-1050 139-222 78-361
F 230-1036 104-572 85-415

Coincideix que els escorxadors que presenten un nivell més alt d'hemolisi sén també
els dos que afegien el volum més alt de solucié de citrat sddic com a anticoagulant (una
concentracié final del 0,8 %). Tots els escorxadors partien d’'una solucié anticoagulant
amb la mateixa concentracié, per tant els que arriben a una concentracié final en sang
més alta son els que addicionaven un volum de soluci6 més elevat. Es possible que
I'addicio d'anticoagulant sigui doncs una de les causes de l'alt grau d'hemodlisi, tenint en
compte que potser la formulacié de la solucié no sigui la més adequada per assegurar la
isotonicitat amb el contingut citoplasmatic dels eritrocits.

2.3.4.3 Evolucié de I'hemolisi en mostres conservades en refrigeracio

De l'estudi sobre l'efecte que pot tenir el periode d'emmagatzematge a temperatures
de refrigeracio en el progrés de I'nemolisi de les mostres de sang es dedueix, en primer
lloc, que es ddéna un increment lineal de I'hemdlisi durant els primers dies
d'emmagatzematge. Per tant, quant més s'endarrereixi el processament de la sang
recollida, o almenys la separacié per centrifugacio, pitjor sera la qualitat del plasma que
s'obtingui (contindra concentracions més elevades d'hemoglobina i presentara un color
més fosc). Aquest fet explica, en part, la mitjana del grau d’hemalisi més baixa obtinguda
en l'escorxador E, del qual es va analitzar sang fresca sense refrigerar. L'efecte de la
refrigeracié sobre I'hemolisi dels globuls rojos i, per tant, sobre la qualitat del plasma, ha
estat constatat per Lynn Knipe (1988) i Halliday (1973) que recomana la separacié per
centrifugacio dins els 20 minuts que segueixen la recollida de la sang i abans de la
refrigeracié. Tot i que Akers (1973) va publicar que una pre-refrigeracié de la sang sencera
abans de la separaci6 incrementa el rendiment en plasma.
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En realitzar el present estudi es va observar que l'increment del grau d'hemolisi amb el
temps, tot i partir de nivells més baixos, progressava més rapidament en les mostres de
I'escorxador E (que utilitza polifosfat com a anticoagulant) que en les de la resta
d'escorxadors (que utilitzen citrat sodic tribasic).

La figura 2.20 mostra I'increment, al llarg del temps, en el valor d’absorbancia a 414
nm del plasma de les mostres de sang de cada escorxador mantingudes en refrigeracio,

per a la primera setmana de mostreig:

Abs (414 nm)

Temps (h)

Figura 2.20. Evolucié del grau d’hemolisi de les mostres mantingudes en refrigeracio.
S’indiquen els valors experimentals obtinguts durant la primera setmana de mostreig i es
dibuixa la recta de regressio per a cada escorxador.

Per tal d’estudiar I'evolucio del grau d’hemodlisi de les mostres i després de comprovar
que la cinética absorbancia/temps és practicament lineal, almenys durant els primers
dies d’'emmagatzematge, es va decidir ajustar, per regressio lineal, les dades obtingudes
per a cada escorxador i comparar els pendents (velocitats d’hemolisi) obtinguts en cada
cas (annex 3b).

Es va realitzar una analisi de la variancia amb els valors dels pendents de les rectes
de regressié per comprovar si les diferéncies entre escorxadors pel que fa a la cinética
d’evolucio del grau d’hemdlisi es podien considerar o no significatives. Els valors dels
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pendents de les tres setmanes es van considerar repeticions per a cada escorxador. El
resultat de I'ANOVA (annex 3b) considera significatiu I'efecte de la font de variacié
Escorxador i, per tant, s’ha fet el test de separacié de mitjanes REGWQ @=0,05), el
resultat del qual indica que la velocitat d’hemolisi de I'escorxador E era significativament
més alta que la dels altres escorxadors.

2.3.4.3.1 Influencia del tipus d’anticoagulant

Les diferéncies en la cinética d'evolucié de I'hemodlisi, i el fet que I'escorxador E fos
I'dnic que utilitza polifosfat com a anticoagulant enlloc de citrat trisodic, ens va portar a
plantejar un experiment per determinar la possible influencia del tipus d'anticoagulant
utilitzat sobre I'evolucid de I'nemolisi de les mostres refrigerades.

Es va treballar també comparant els pendents de les rectes de regressié obtingudes.
L’analisi de la variancia amb els valors dels pendents de les rectes de regressio per
comparar les mostres amb diferent anticoagulant (annex 3b1l) indica que les diferéncies
sén molt significatives i, per tant, que el tipus d’anticoagulant utilitzat és un dels factors
que determina que lincrement de I'hemolisi en mostres de sang conservades en
refrigeracié sigui més o menys rapid.

La figura 2.21 mostra I'increment en el valor d’absorbancia a 414 nm del plasma de les
mostres de sang amb cadascun dels anticoagulants, al llarg del temps. Per tant, es pot
deduir que, en cas que no sigui possible la separacié per centrifugacié de manera
immediata i la sang s'hagi de conservar refrigerada, és aconsellable la utilitzacid de citrat
sodic com a anticoagulant enlloc de polifosfat, per minimitzar I'increment d'hemolisi.
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Figura 2.21. Evolucié de I'hemdlisi de les mostres amb els dos tipus d’anticoagulant,
mantingudes en refrigeracio. Rectes de regressié calculades a partir de cinc repeticions.
Es representen les mitjanes i I'interval de confianca (95%).

2.3.4.3.2 Influéncia de la carrega microbiana

Les diferencies entre els nivells de contaminacié obtinguts en les mostres de plasma
contaminades artificialment (apartat 2.2.2) no van ser prou importants com per considerar
les mostres inoculades representatives de carregues microbianes diferents. A partir d'aqui
es va decidir estudiar la influéncia de la carrega bacteriana només comparant dos grups
arbitraris de mostres: unes amb contaminacié elevada, 10°-10° ufc/mL (les procedents
dels punts de mostreig habituals) i unes amb carrega microbiana baixa, 10*-10° ufc/mL
(les recollides directament de I'efluent de I'animal degollat).

Es van utilitzar els resultats de les mostres analitzades per cada escorxador durant el
tercer periode de mostreig de I'estudi d’evolucié del grau d’hemolisi, com a mostres amb
una carrega microbiologica inicial elevada, i les mostres de l'assaig de l'efecte de
I'anticoagulant com a mostres amb carrega microbiologica inicial baixa.

Sha fet l'andlisi de la variancia per estudiar I'efecte de la carrega microbiana
incorporant també com a factor de variabilitat el tipus d’anticoagulant utilitzat (tenint en
compte que entre les mostres a comparar n’hi havia amb els dos tipus d’anticoagulant i
que, de I'estudi anterior, es coneixia que I'efecte de I'anticoagulant era important).
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Del resultat de l'analisi estadistica (annex 3b2) es desprén que també la carrega
microbiana de les mostres de sang €s un factor determinant de la rapidesa de I'hemolisi
de les mostres emmagatzemades en refrigeraci6 (P< 0,05).

Ja s'ha comentat que els bacteris b-hemolitics solen representar un 10 % de la
microbiota contaminant de la sang recollida en els escorxadors estudiats. El percentatge
de bacteris b-hemolitics en sang de baixa contaminacié no es va determinar perque, fins i
tot si es tractés del 100 %, podriem assegurar que la presencia d'aquest grup en aquest
tipus de sang és inferior a la de les mostres analitzades en I'estudi.

Contaminaci6 alta

Contaminacio baixa

pendent (Abs 414/h)

Citrat Polifosfat

Figura 2.22. Increment d’hemolisi per cadascuna de les combinacions d’anticoagulant i
nivell de contaminacié (pendent de la recta de regressié entre I'absorbancia i el temps
d’emmagatzematge). Mitjana i interval de confianca (95%).

No s'han pogut correlacionar els nivells d'aquest grup de microorganismes amb
I'hnemalisi de la sang recollida pels escorxadors, potser perqué comparativament l'activitat
d'aquests bacteris no contribueix de manera important en I'hemolisi en relacié als altres
factors ja comentats (barreja amb solucions hipotoniques o trencament fisic dels
eritrocits).

Cal tenir en compte que la majoria de mostres pertanyien a sang amb menys de 12
hores de permaneéncia féra dels animals sacrificats i l'increment d'hemolisi degut a la
preséncia de bacteris b-hemolitics és dbviament depenent del temps. Aixo explicaria en
part el fet que les mostres emmagatzemades durant varis dies i amb una contaminacio
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general més elevada, i per tant també amb major preséncia de bacteris hemolitics,
mostressin un increment més rapid de I'hemolisi que altres menys contaminades. Potser
també contribuiria a explicar els nivells més elevats d'hemolisi determinats en les mostres
de l'escorxador D, I'Gnic del qual es va analitzar sang que havia estat emmagatzemada

durant més temps .

Sembla que podriem concloure, per tant, que la contribucié a I'hemolisi d'aquest grup
de microorganismes sera significativa només quan el temps transcorregut entre la
recollida i el processament sigui considerable, ja que sembla ser que el seu efecte no és
important de manera immediata.

2.3.4.4 Influéncia del sistema de dessagnat. Origen de I’hemolisi

En les mostres recollides durant els dos anys posteriors a I'estudi de caracteritzacié
(sang del sagnador i del diposit dels escorxadors A i B en cadascuna de les estacions de
I'any) també es varen determinar els nivells d’hemdlisi a partir de la lectura d’absorbancia

a 414 nm (Figura 2.23).

Sagnador Diposit

Abs (414 nm)

Escorxador

Figura 2.23. Hemolisi (Abs 414 nm) per cadascun dels escorxadors segons la
procedéncia de la mostra. Mitjanes + interval de confianca (95%).

En la taula 2.10 es mostra el resultat de l'analisi de la variancia pels resultats
espectrofotomeétrics dels nivells d’hemolisi. S’ha treballat amb les dades transformades en
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logaritmes per tal de normalitzar la seva distribucié i s’ha comprovat 'homogeneitat de
variancies.

Taula 2.10. Efecte de I'origen de les mostres i del periode de mostreig sobre
I'hemalisi. Resultats de '’ANOVA (log Abs 414 nm)

Hemolisi

Font de variaci6  g.l. F P
1 38,450 0,0000
1 54,715  0,0000
Periode 3 0,8546  0,4681
Esc. * Origen 1 1,9060 0,1350
3
3
3

Escorxador

Origen

2,2758  0,1353
1,0491 0,3754
2,1735 0,0974

Origen * Periode
Esc. * Periode

Esc.* Orig.* Per.

En aquesta taula es pot apreciar com l'analisi estadistica déna com a significatives les
fonts de variacié corresponents a I'escorxador -la mitjana de I'escorxador A és més baixa
que la de I'escorxador B- i a I'origen de les mostres -les del sagnador molt inferiors a les
del diposit-. EI model global és molt significatiu i explica un 58 % de la variabilitat de les
dades obtingudes per aquest parametre.

D’aquests resultats es dedueix que el tractament de la sang en l'escorxador B
possibilita un major grau d’hemolisi que en l'escorxador A. Com que les diferéncies
s’aprecien ja a nivell de sagnador caldria estudiar en detall el procés de recollida per
descartar alguns factors que podrien ser responsables d'aquest fenomen: preséncia
d'aigua dels processos de neteja dins la pila de recepcié, sistema de dosificacid o
formulacié de la solucié d’anticoagulant, etc.

Podem concloure també que I'hemolisi s'incrementa considerablement durant el
transport de la sang cap al diposit i el poc temps que resta emmagatzemada fins a la
presa de mostres (poques hores ja que s’ha treballat sempre amb sang recollida el
mateix dia del sacrifici). Aquest temps d’emmagatzematge en refrigeracié ha estat perd
sempre superior en I'escorxador B ja que I'horari de sacrifici (durant la nit) és diferent del
de l'escorxador A (durant el mati). D’acord amb el que s’ha explicat abans es podrien
atribuir a aquest fet els nivells d’hemolisi més elevats en el primer cas.
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2.4 SINTESI

Els resultats obtinguts ens permeten constatar que la sang que s’esta recollint en els
escorxadors industrials estudiats, en les condicions actuals, no es pot considerar
adequada per a una matéria primera de productes destinats a alimentacié humana.

S’ha comprovat que la major part de la microbiota contaminant s’adquireix en el propi
sagnador i que el sistema de dessagnat en posicié horitzontal podria ser una mesura Util
per minimitzar la contaminacié d’origen fecal o provinent de la pell de I'animal sacrificat.

En I'estudi realitzat amb mostres de sis escorxadors s’ha vist que també podrien tenir
efectes desitjables, per minimitzar els recomptes microbians de la sang, activitats com la
separacio immediata de les fraccions en el propi escorxador.

Aixi doncs, en el benentes que I'efectivitat pot obtenir-se del conjunt de mesures
preses, més que de I'aplicacié d’'una sola d’elles, ens ha semblat que es podria suggerir
la introducci6 d'una série d'actuacions que potser permetrien reduir els nivells de
contaminacié que s’obtenen actualment:

- Incrementar el nivell d'exigencia pel que fa a les mesures higiéniques que afecten el
procés de dessagnat, recollida i emmagatzematge de la sang (operacions de
neteja i desinfeccié dels animals, de I'equipament i del ganivet, millora dels habits
higiénics dels treballadors, mesures de control de la contaminacié ambiental de la
sala de sacrifici, etc.)

- Implementar el sistema de dessagnat en posicié horitzontal

- Instal-lar un sistema que permeti centrifugar la sang a mesura que es recull en el
mateix escorxador

- Utilitzar un sistema de refrigeracié immediata, congelacié o deshidratacié de les
fraccions obtingudes en la centrifugacio.

Pel que fa al plasma, un bon sistema sembla ser la separacié centrifuga immediata de
les dues fraccions i la congelacid, que redueix el risc de deteriorament i creixement de
patdgens sense, aparentment, afectar les propietats funcionals de les proteines
plasmatiques (Brooks i Ratcliff, 1959).

Si la introduccié de totes aquestes mesures no resultés viable o no solucionés encara
el problema de contaminacié microbiana, l'alternativa podria venir per dues vies:

1. Minimitzar les possibilitats de contaminacié, que implicaria canviar el sistema de
recollida obert per un sistema tancat que incorpora un ganivet de degollat balmat (trocar)
a través del qual la sang s'escola cap a un recipient estéril. Els sistemes oberts de
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recollida de sang estudiats no permeten obtenir sang amb una carrega microbiana
comparable a la que s'obté amb sistemes tancats (2 x 10° ufc/mL).

2. Reduir la carrega contaminant de la sang a posteriori, que comportaria haver de trobar
un sistema d'higienitzacié del producte un cop recollit amb els sistemes oberts habituals i
gue no provoqués pérdua de funcionalitat.

La primera de les solucions proposades s'utilitza de manera eficag, principalment en
escorxadors de bovi als Estats Units, pero la seva aplicacié en porci és més complicada
degut a qué la velocitat de la linia de sacrifici €s més alta (600-1000 animals per hora en
comparacié6 amb els 350-500 animals per hora en el cas de bovi), a que la sang que
s’obté d'un porc (2,5-3 L) és molt inferior a la que s’obté a partir del bestiar bovi (10-12 L) i
a més a que en els porcs el flux sanguini es redueix drasticament als 30 segons
(Ockerman i Hansen, 1994). Per tant, el sistema tancat comporta problemes d'alentiment
de la linia de sacrifici i un menor rendiment pel que fa a volum de sang obtinguda per
animal sacrificat. Els temps de dessagnat optims amb el sistema obert sén de I'ordre de
20-60 segons (Fernando i Towsend, 1976). Utilitzant el ganivet balmat i un sistema tancat
només s'aconsegueix recollir en 60 segons un 75 % de la sang obtinguda amb el sistema
obert. Per maximitzar el rendiment calen un minim de 30 segons de dessagnat per porc i
1 minut per vedells (Lynn Knipe, 1988). Per aconseguir un flux ininterromput dins el
recipient de recollida, fan falta, com a minim, 3 ganivets balmats connectats a un sistema
de succié (Cironeau, 1974). Amb l'aplicacié de buit al sistema pot millorar el rendiment
prop d'un 40 % per sobre del métode obert (Akers, 1973), tot i que existeix el perill de
sobredrenar la sang provocant I'obtencié de carn descolorida (Halliday, 1973).

El fet d'utilitzar varis recipients que recullin la sang d'un nombre determinat d'animals,
més 0 menys alt segons la probabilitat de decomis de les canals, permet assegurar que
nomes es processara sang provinent d'animals que superin la inspeccid veterinaria post-
mortem. El desavantatge d'aquest metode és que el rebuig d'un Unic animal pot fer que
tota la sang del lot sigui considerada no apta per al consum.

Els escorxadors es resisteixen a implementar el sistema tancat argumentant també
que la utilitzacié del trocar, de fulla més ampla que un ganivet de degollat comd,
incrementa la probabilitat de malmetre I'espatlla de I'animal, un dels productes valorats del
porc, i que el dessagnat que s'aconsegueix no és suficient i s'obté carn amb una vida
mitjana més curta. De tota manera el sistema s'utilitza, i sembla ser que eficagment, en
plantes de produccié de productes carnis de porc dels paisos de I'antiga uni6é soviética
(Gorvatov, 1988), on s'obté sang amb recomptes mitjans de l'ordre de 4 x 10° ufc/mL i els
nivells maxims permesos sén 10° cél-lules/mL, amb abséncia de Escherichia coli i
Proteus.
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Pel que fa a la segona proposta {ntentar reduir la contaminacié un cop recollida la
sang pel métode convencional), caldria trobar un sistema d'higienitzacié que pogués
ésser instal-lat en la mateixa empresa i permetés el processament immediat de la sang
recollida per tal de minimitzar el risc de deteriorament microbiologic. Com a possibles
tecnologies podriem suggerir, un cop descartada la possibilitat d'utilitzar un tractament
térmic sense afectar les propietats funcionals de les proteines, la bactofugacié, I'aplicacié
d'un tractament d'alta pressié hidrostatica o de microfiltracié de la fraccions sanguinies
separades per centrifugacié. Evidentment, cal comprovar quina és l'eficacia d'aquests
tractaments en la reduccid de carrega microbiana i com afecten les propietats dels
productes finals (Capitol 4).

Dels resultats obtinguts en l'apartat que estudia 'hemdlisi es pot resumir que els
factors que determinen I'hemdlisi de la sang recollida en els escorxadors so6n
principalment el tractament mecanic de la sang, el sistema d’addicié d’anticoagulant, el
volum i concentracié de la solucié anticoagulant afegida i el periode de temps
d'emmagatzematge. Hem vist també que els principals factors determinants de la
velocitat d'increment de I'hemolisi de sang refrigerada s6n els nivells elevats de
contaminacié microbiologica i el tipus d’anticoagulant utilitzat.

Pel que fa a I'anticoagulant es pot dir que és millor utilitzar citrat sodic tribasic com a
anticoagulant enlloc de polifosfat quan la sang no pot ser processada immediatament i
s'ha de mantenir en un diposit refrigerat perque l'increment d'hemalisi de la sang es déna
més lentament.
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3. DESHIDRATACIO DEL PLASMA PER ATOMITZACIO
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3.1 OBJECTIUS

S’ha comentat en el capitol anterior que el plasma és un producte que conté entre un
90-91 % d’humitat i un 910 % de solids, la major part dels quals son proteines. La seva
composicié fa que sigui una matéria primera amb una activitat d’aigua molt elevada i que
constitueixi un medi idoni pel desenvolupament de diferents tipus de microorganismes.
Per tant, cal aplicar un sistema de conservacio que garanteixi un temps raonable de vida
mitjana del producte.

La deshidrataci6 o assecament és un dels métodes de conservacid més utilitzat
actualment en la industria alimentaria, juntament amb la refrigeracié i la congelacio. Es
basa en la disminucié de l'activitat de l'aigua dels aliments fins a nivells que impedeixin
I'activitat microbiana i que minimitzin les reaccions quimiques i bioquimiques de
deteriorament. Aquest sistema permet obtenir un producte més concentrat, utilitzable per
enriquir diferents tipus d'aliments, estable a temperatura ambient i de facil transport i
emmagatzematge.

Com ja hem vist en I'apartat 1.3.1, I'atomitzacié és un sistema de deshidratacié que
consisteix en I'evaporacié de l'aigua de petites gotetes del producte en entrar en contacte
amb un corrent d’aire calent. La mida petita de les gotes possibilita un assecament rapid i
el temps de residéncia del material en l'interior de la cambra d’atomitzacié és de I'ordre
de segons. El material sec, en forma de pols, és separat de l'aire vehiculador mitjangant
un ciclé separador i és recollit i refredat de manera continua. L'avantatge principal
d’aquest sistema és que el producte pot tolerar I'elevada temperatura de I'aire d’entrada
sense que es malmetin els components sensibles a la calor, i aixd és degut a qué el
procés d’evaporacié absorbeix bona part de la calor aportada per I'aire calent. En realitat
aquest cedeix al producte la calor latent de vaporitzacié fent que lincrement de
temperatura de les particules sigui molt baix. A més, la taxa de reaccions degradatives
en els aliments disminueix a baixos continguts d’humitat, i aixd afavoreix que el curt
temps d'exposici6 de la particula seca a temperatures elevades no comporti un
deteriorament important del producte.

Els objectius generals d'aquesta part del treball consisteixen basicament en (1) obtenir
un producte deshidratat a partir del plasma liquid, utilitzant un equip d’atomitzacié a
escala de laboratori; i (2) estudiar les caracteristiques de la pols obtinguda en el procés
de deshidratacié a nivell de composicié fisico-quimica, qualitat microbioldgica, estabilitat
termica i propietats funcionals.

L'estudi consisteix concretament en:
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1

Posar a punt el procés d'atomitzaci6 del plasma liquid a escala de laboratori:
determinar les condicions de procés que permeten obtenir el producte en pols amb un
contingut d’humitat suficientment baix sense afectar les propietats funcionals del
producte.

Determinar les caracteristiques del producte deshidratat obtingut per atomitzacio i
I'efecte del procés de deshidratacié sobre determinades propietats, prenent com a
referéncia les que presentava el plasma liquid. Els parametres determinats son:

2.1. Composici6 fisico-quimica: contingut en humitat, proteina total, greix i sals
minerals. S’ha inclos també una série d'analisis per descartar la preséncia en el
plasma deshidratat de substancies estranyes amb possibles efectes toxics -com
poden ser hormones anabolitzants, antibiotics o corticoesteroides-; que sén residus
gue poden provenir de tractaments veterinaris de I'animal viu o de la utilitzacié de
substancies d’engreix durant la produccio i que podrien ser presents en la sang com a
conseqliéncia de la barreja amb orina i excrements durant la recollida. Encara que la
concentracid d'aquests residus en la sang sigui baixa cal assegurar que la
deshidratacié no suposa un increment en les seves proporcions relatives que pugui
arribar a ser preocupant.

2.2. Contaminacié microbiana: recomptes generals de bacteris aerdbics mesofils i
psicrotrofs, recomptes de grups especifics com els enterobacteris i els clostridis sulfit-
reductors, i de l'espécie Staphylococcus aureus. Degut als elevats recomptes de
Staphylococcus aureus DNAsa positius obtinguts en les analisis de matéria primera
(apartat 2.3.3.5) ens hem plantejat la necessitat de confirmar o descartar la preséncia
d’enterotoxines estafilocociques en el producte deshidratat.

2.3. Estabilitat termica del producte deshidratat: a partir de I'andlisi calorimétrica
diferencial (DSC: Differential Scanning Calorimetry) del producte reconstituit s’han
determinat la temperatura de desnaturalitzacié (Td) i I'entalpia de transicié (DH) de les
proteines plasmatiques.

2.4. Propietats funcionals: solubilitat, capacitat de formacié d'escuma, activitat
emulsionant i caracteristiques dels gels obtinguts per escalfament (capacitat de
retencié d’aigua (CRA), microestructura i resisténcia a la penetracio).

Determinar I'estabilitat del producte deshidratat fent un estudi de I'evolucié durant
lemmagatzematge d'alguns parametres fisico-quimics, de Ila contaminacié
microbiana, de I'estabilitat termica i d’algunes propietats funcionals de les proteines
plasmatiques del producte atomitzat.
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3.2 MATERIAL | METODES

3.2.1 Procedénciade les mostres

Es va treballar amb mostres de plasma de sang provinent d’'un escorxador industrial de
la comarca del Gironés que realitza la recollida de la sang amb el sistema descrit en el
Capitol 2, consistent en dosificar un anticoagulant i refrigerar immediatament la sang
recollida.

Les mostres es van prendre del tanc refrigerat d’emmagatzematge i van ser
processades al laboratori per tal d'obtenir, per centrifugacio, la fraccié plasmatica de la
sang. Les condicions de centrifugacié van ser les especificades en 'apartat 2.2.4.1.

3.2.2 Deshidratacio per atomitzacio

3.2.2.1 Equip

El plasma obtingut va ser sotmes al procés de deshidrataci6 amb un aparell
atomitzador de laboratori Lab-Plant SD-05 (Lab-Plant Ltd., West Yorkshire, Anglaterra)
amb els components esquematitzats en la figura 3.1 i amb les caracteristiques tecniques
seguents: Les dimensions de I'equip sén 105 cm d'algada x 62 cm d’amplada x 50 cm de
fons. El rang de temperatura de I'aire d’entrada és de 40 a 250°C i el flux d’aire varia des
de 38 fins a 66 n/h. Permet una taxa d’evaporacié de I'aigua d’aproximadament 1.500
mL/h per una temperatura de laire de 250°C. El corrent daire d’atomitzacio i
d’'assecament sén en el mateix sentit. L'aparell disposa d’'un sistema desbloquejador per
evitar I'obturacié de I'injector, que funciona amb aire comprimit suplementari i que treballa
amb una freqliéncia de desbloguejament regulable. L'alimentacié de la mostra es realitza
mitjangcant una bomba peristaltica de flux variable fins a 65 mL/min.

El sistema d’atomitzacié de I'aparell és amb toveres a pressio, amb dos nebulitzadors
per liquids i un orifici de sortida de 0,5 mm de diametre que determina una forca maxima
del compressor d'aproximadament 2 bar. Existeixen altres tipus d’atomitzadors, per
exemple el de discs rotatoris centrifugs, perd només sén més recomanables quan el
producte a atomitzar es pot deteriorar en ser sotmeés a les pressions que requereix el
primer sistema o quan es tracta de liquids viscosos, tipus puré, que no poden passar a
través dels petits foradets del nebulitzador.
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Aire comprimit Bormba
(Besbloguaador)

Aire comprimit
{Atomitzador)

« I

Flux aire calent

Injactor-nebulitzador de
tovera a pressid

Conduccid de sorida
d'aira | vapor d'aigua
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Tub col.lector

Recipiant da racollida
del producte

Figura 3.1. Esquema de I'equip d’atomitzacio.
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3.2.2.2 Determinaci6 de les condicions de procés

La determinacié de les condicions de procés es va fer fixant el flux d'aire i la forca del
compressor al maxim permés per laparell, aproximadament 64 m¥h i 2 bar,
respectivament. Es va comencar treballant a una temperatura baixa (120°C) i es va regular
la velocitat de la bomba peristaltica fins a obtenir un flux que permetia la completa
deshidratacié de les fines particules de liquid atomitzat i un bon rendiment en la
recuperaci6 de producte deshidratat. Una velocitat més alta no proporcionava una
deshidrataci6 completa i un flux més baix comportava la formacié de particules
deshidratades massa fines que no eren correctament separades en el cicl6.

El plasma gelifica a temperatures elevades i la formacié de gel en l'interior de I'injector
calent dificulta el pas del producte; per tant va ser necessari utilitzar el dispositiu de
desbloquejament, que es va regular a la freqliéncia que permetia que el flux d'entrada de
producte fos el més regular possible.

Es van deshidratar mostres amb diferents condicions de temperatura d’aire d’entrada:
120, 140, 160 i 180°C i es van determinar les caracteristiques de la pols obtinguda,
basicament quant a contingut en humitat, facilitat de rehidratacio i estabilitat termica, que
es va considerar com un indicador de 'estat de desnaturalitzacié de les proteines del
plasma.

El plasma corresponent a la sang d'un dia de mostreig es va repartir en quatre
fraccions, a cadascuna de les quals li va correspondre una de les quatre temperatures de
deshidrataci6. Cada fraccié va ser dividida en tres aliquotes que es van deshidratar i
recollir independentment. Totes les produccions de plasma en pols a partir de la mateixa
mostra de sang es feien el mateix dia de la recollida. Aquest procediment es va repetir 3
vegades i, per tant, es van realitzar un total de 36 produccions de plasma deshidratat (3
dies de mostreig x 4 temperatures x 3 aliquotes).

A partir d'aquestes experiéncies es va determinar la temperatura optima de procés i es
van realitzar -amb els parametres estandarditzats- les produccions necessaries per tal de
caracteritzar el producte atomitzat obtingut.
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3.2.3 Caracteritzaci6 del plasma atomitzat

3.2.3.1 Caracteritzacioé bioquimica

Es van determinar els percentatges d’humitat, proteina total, greix i sals minerals de
les 36 mostres amb les mateixes técniques d’analisi descrites en l'apartat 2.2.4.2 del
capitol anterior (dessecaci6 i determinacié gravimetrica, Kjeldhal, Soxhlet i incineracio,
respectivament).

Es van fer determinacions dels valors d’activitat d’aigua (a,) que corresponien als
continguts d’humitat de les mostres deshidratades. Els valors es van obtenir per
interpolacié a partir de les isotermes d'adsorcié a 20°C del producte deshidratat (Figura
3.2) determinades per Toldra (1998), dades no publicades.
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ay (20 °C)

Figura 3.2. Isotermes de sorci6 del plasma deshidratat per atomitzacié (Toldra, 1998).
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L’activitat d’aigua d'una dissolucié és quantitativament igual a la relacié entre la
pressié de vapor de la solucié i la pressié6 de vapor de laigua pura i es pot definir,
qualitativament, com a una mesura de la disponibilitat de I'aigua per a qué es duguin a
terme reaccions quimiques i bioldgiques.

Les isotermes de sorci6 son un tipus de representacions que interrelacionen el
contingut en aigua d'un aliment (expressat en massa d’aigua per unitat de massa de
matéria seca) amb la seva activitat d'aigua a temperatura constant. La informacié que es
pot derivar d’aquesta representacidé és Util per avaluar I'estabilitat dels aliments i també
per fer el seguiment dels processos de concentracio i deshidratacid, perqué la facilitat o
dificultat per eliminar l'aigua esta relacionada amb el valor d'activitat d'aigua. En les
isotermes de sorcié es mostra doncs quin és el contingut en humitat final de la mostra
quan assoleix I'equilibri en atmosferes amb diferents humitats relatives, a una temperatura
constant.

Les determinacions de residus varen ser dutes a terme per l'Institut de Recerca i
Tecnologia Agroalimentaries (IRTA), Centre de Tecnologia de la Carn (Monells). Es van fer
sobre sis mostres de plasma deshidratat que corresponien a sang de dos escorxadors
amb diferents sistemes de dessagnat (vertical i horitzontal) recollida en tres dies
diferents. Es va analitzar la preséncia de les seglients hormones naturals i sintétiques:
Dietiletilbestrol  (DES), Hexestrol, Dienestrol, 17b-Estradiol, Nortestosterona,
Metiltestosterona, Progesterona, Estrona, Etinilestradiol i Trenbolona. El metode utilitzat
va ser la cromatografia de gasos acoblada a I'espectrometria de masses (GC-MS), prévia
derivatitzacié de les mostres amb HFBA o BSTFA (Pérez, 1995). Com a estandards
interns es van fer servir (*Hg) DES i (*Hs) Testosterona. Es va determinar també la
preséncia de b-Agonistes -Clenbuterol i Salbutamol- mitjancant GC-MS dels
trimetilsililderivats formats per reacci6 amb BSTFA. Les sulfonamides es van analitzar
mitjancant HPLC amb una columna C18 i fase mobil acetonitril/acid fosforic en sistema
gradient. Les sulfonamides determinades van ser: Sulfadiacina, Sulfopiridina, Sulfotiazol,
Sulfameracina, Sulfametacina, Sulfametoxipiridacina, Sulfametizol, Sulfacloropiridazina i
Sulfisoxazol. Finalment, es va utilitzar una técnica ELISA (Euro-Diagnodstica B.V
Apeldoorn, Holanda) per detectar la preséncia dels corticoides Dexametasona,
Betametasona, Flumetasona, Prednisolona i Triamcinolona.
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3.2.3.2 Analisis microbiologiques

Es van dur a terme recomptes totals de bacteris aerobics mesofils i psicrotrofs, dels
grups d’'enterobacteris i de clostridis sultit-reductors i de I'espécie Staphylococcus
aureus, amb els medis de cultiu i els métodes de sembra descrits en I'apartat 2.2.4.3. Es
van analitzar 4 mostres i els recomptes es varen fer, en tots els casos, en la sang, el
plasma liquid i en la pols obtinguda en el procés d'atomitzacioé del mateix plasma.

Per tal de confirmar o descartar la presencia d’enterotoxines estafilocociques es van
analitzar, mitjancant el test Ridascreen®Set A, B, C, D, E (r-Biopharm, Darmstadt,
Alemanya), un total de 11 mostres de plasma deshidratat corresponents a dos
escorxadors i recollides i processades en dies diferents. La técnica
d’enzimoimmunoassaig es basa en la utilitzaci6 d'anticossos de captura especifics
contra les diferents toxines estafilocociques i anticossos de deteccidé conjugats amb
I'enzim peroxidasa. El revelat de les proves es feia afegint peroxid d'urea (substrat de
I’enzim) i un reactiu cromogen, tetrametilbenzidina, que permetia desenvolupar un color
blau proporcional a la concentracié de toxina present en les mostres. Després del periode
d'incubacié adequat s'utilitzava una solucié d'acid sulfdric per aturar la reaccié que
provocava un canvi de coloracié de blau a groc. La intensitat de color groc es mesurava
per espectrofotometria amb un lector de microplaques Bio-Tek ELX800 (Biotek Inst.
Winooski, Vermont) a una longitud d’ona de 450 nm.

3.2.3.3 Analisi calorimétrica (DSC)

Els métodes d’analisi térmica es poden definir com el conjunt de técniques
dinamiques de deteccié dels canvis fisics o quimics d'una substancia, en funcié de la
temperatura o el temps, quan s’escalfa o es refreda a una velocitat normalment
programada en forma lineal. Per a la determinacié de I'estabilitat termica del plasma es va
utilitzar la técnica d’'analisi calorimétrica diferencial o DSC (Differential Scanning
Calorimetry). Es una técnica basada en la determinacié del flux caloric diferencial
necessari per mantenir una mostra del material a la mateixa temperatura que una
referencia inert (principi del balang nul de temperatura).

L’'analisi per DSC es pot utilitzar per detectar transicions de primer ordre (fusi6), que
en aliments estan relacionades, per exemple, amb processos de desnaturalitzacié
proteica o gelificacié del mido; i de segon ordre (transicions vitries), que es poden donar
en granuls de mid6 o en productes congelats. La técnica DSC es pot utilitzar també en
estudis d’estabilitat oxidativa (lipids) i puresa (aromes) (Harwalkar i Ma, 1990; Liu i
Lelievre, 1991).
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La desnaturalitzaci6 térmica és un fenomen cooperatiu que es pot detectar com un pic
endotérmic en els termogrames DSC, en el qual estan implicats dos tipus de processos
gue contribueixen a la variacié global d’entalpia ¢##H). D'una banda, el trencament de
ponts d’hidrogen intermoleculars que és una reaccié endotérmica i, d'altra banda, el
trencament d'interaccions hidrofobes i la formacié de nous enllagos durant I'agregacio
posterior al desplegament, que sén reaccions exotérmiques (Myers, 1990; Hayakawa et
al., 1992; Chen et al., 1994). El pic endotérmic observat correspon doncs al balang net
entre aquests dos grups de reaccions.

En molts casos els valors entalpics es poden utilitzar com a indicador de I'estat de
“nativitat” de la proteina, entenent com a “estat natiu” I'estructura terciaria Gnica que
s’origina com a consequéencia del plegament provocat per la interaccié de les sequéncies
d’'aminoacids entre elles i amb les molécules de solvent. L'estat natiu d’algunes proteines
pot consistir, a més, en agregats de diferents cadenes polipeptidiques o subunitats
unides per interaccions covalents i/o no covalents. Un estudi acurat per DSC d'una
proteina aillada, particularment amb diferents combinacions d’agents pertorbants (for¢a
idnica, pH, etc.), proporciona tendéncies en el valor d'entalpia que aporten informacio
sobre la naturalesa de les forces responsables del manteniment de la integritat estructural
de la proteina i els gels formats com a conseqiiéncia de l'escalfament. Per tant, la
tecnica pot ser molt utli com a metode de control de qualitat per monitoritzar la
desnaturalitzacié durant el processament del producte (Arntfield et al., 1990).

Els experiments es van realitzar amb un equip Mettler DSC30 amb nitrogen liquid
(Mettler-Toledo, S.A.E., Switzerland). El calibratge de temperatures i energies es va
realitzar amb un patré d’indi, plom i zenc, sotmesos a idéntiques condicions d’analisi que
les mostres d'estudi. Es van analitzar mostres de 100 nL de plasma en capsules
d'alumini de 150 niL de capacitat, tancades hermeéticament a pressié. La capsula de
referéncia contenia una quantitat d'aigua destil-lada equivalent al contingut d’humitat de la
mostra.

Es va calcular la variacié d'entalpia (###H) implicada en el procés de desnaturalitzacio
a partir de I'area del pic de transicié de la corba DSC integrada utilitzant una linia de base
recta. S'expressa en J/g d'extracte sec de la mostra i proporciona una estimacié de
I'energia térmica requerida per desnaturalitzar la proteina (De Wit, 1990; Ma et al., 1990).
Es va considerar temperatura de desnaturalitzacié (Td) la temperatura a la qual s'obté el
minim del pic endotérmic obtingut en cadascuna de les analisis.
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Posada a punt del metode analitic. Es van realitzar analisis calorimétriques, com a
minim per duplicat, de mostres de plasma liquid escalfades des de 30 fins a 100°C a
velocitats d’escalfament de 0,5, 1, 2, 3 i 5°C/min. Els resultats d'aquestes proves
preliminars van permetre determinar la velocitat d'escalfament més adequada pel tipus de
mostra analitzada.

Un cop establertes les condicions analitiques, es va determinar la reproductibilitat de
la técnica analitzant un total de 23 mostres de plasma i determinant el coeficient de
variacié obtingut pels valors de DH i Td.

Efecte del procés de deshidratacié sobre I'estabilitat térmica. Es van realitzar
analisis calorimétriques de mostres de plasma liquid i de plasma atomitzat per determinar
quin havia estat I'efecte del procés tecnologic de deshidratacié sobre I'estabilitat termica
de les proteines plasmatiques. Es va treballar amb solucions de plasma deshidratat en
aigua destil-lada amb el mateix extracte sec que el plasma original.

Per completar I'estudi i comprovar que la técnica permet apreciar diferents nivells de
desnaturalitzacié proteica es va determinar l'efecte del pH sobre els valors dels
parametres calorimetrics, DH i Td, analitzant mostres a pH 7,4 (pH del plasma
immediatament després de la separacié centrifuga) i mostres acidificades amb HCI 4N
fins a pH 5,5, 4,5 i 4. Es van realitzar quatre répliques de cadascuna.

3.2.3.4 Propietats funcionals

El terme “propietat funcional” aplicat a ingredients alimentaris es defineix com tota
propietat no nutricional que influencia la utilitat d'un ingredient en un aliment. Algunes
propietats funcionals afecten les caracteristiques sensorials, perd també poden influir
sobre el comportament fisic de I'aliment o el dels seus ingredients durant la preparacio,
transformacié o emmagatzematge.

Dins les propietats funcionals de les proteines Figura 3.3) s’hi inclouen, segons
Pomeranz (1991):

1. Propietats sensorials i organoléptiques (flavor, olor, color, textura)

2. Propietats d’hidratacié que depenen de les interaccions proteina-aigua, com la
hidratacio, la dispersibilitat, la solubilitat i I'inflament

3. Propietats superficials com les capacitats emulsionant i escumant
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4. Propietats reologiques com la precipitacio, la gelificacio i la texturitzacio, que

impliquen interaccions proteina-proteina

5. Altres propietats: adhesio, cohesio, formacio de films i fibres, etc.

PROTEINA
PROPIETATS
DE RETENCIO greix H,0O PROPIETATS TEXTURALS
retencio de greix % absorcié
PROTEINA | PROTEINA | energia H,O PROTEINA
GREIX RETINGUT AIGUA AN »TEXTURITZADA
ABSORBIDA texturitzacio
[ Hzo
solubilitat H*, OH
c'A
Coagul
PROPIETATS DE SUPERFICIE v coagulacio
PROTEINA energia
EN sSoLUCIO Ve
greix aire H*, OH" gelificacio
emulsio energia formacio energia C' A
escuma
Gel

Emulsié prot.-lipid Escuma prot.-aire

Figura 3.3. Propietats funcionals de les proteines i les seves interrelacions (font: Philips i

Beuchat, 1981; citat per Pomeranz, 1991).

Es dificil preveure les propietats funcionals d’una proteina a partir de les seves
caracteristiques estructurals, i encara més si el que tenim no és una proteina pura
aillada, sind un concentrat proteic que conté -a més de diferents tipus de proteines-
guantitats apreciables d’'altres components (sals minerals, lipids, etc.), com en el plasma
deshidratat. Un estudi de funcionalitat hauria de combinar avaluacions experimentals de
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propietats fisico-quimiques (viscositat, tensié superficial, solubilitat) amb la realitzacié
d'assajos sobre la seva aplicacié real (Pomeranz, 1991). Tanmateix, una caracteritzacio
de la funcionalitat d'un producte es pot realitzar a través d’'una série de proves empiriques
simples aplicades a sistemes teorics, per exemple la mesura de la capacitat emulsionant
i I'estabilitat d'una emulsié en una barreja d’oli-aigua-proteina, o la capacitat escumant
d’'una solucié del concentrat proteic en aigua. L’'avantatge d’aquestes proves teoriques és
que son rapides, poc costoses i permeten una aproximacio a la funcionalitat del producte,
perd presenten també una série dinconvenients: solen ser proves que no estan
suficientment estandarditzades i, a més, els resultats obtinguts poden no coincidir amb
els de proves d’'aplicacié sobre sistemes reals.

En aquest estudi s’han determinat les propietats funcionals del plasma liquid i del
plasma atomitzat i reconstituit per establir I'efecte del procés de deshidratacié sobre la
funcionalitat del producte. S’han inclos també determinacions d’algunes propietats de
solucions de clara d'ou deshidratada Sigma A-5253 (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Steinheim, Alemanya) i s’han utilitzat com a valors de referéncia perquée és un producte
emprat comercialment com a ingredient funcional de molts aliments.

3.2.3.4.1 Solubilitat

El percentatge de proteina soluble de les mostres deshidratades es va determinar
seguint el métode de Morr et al. (1985). Es determinava el contingut en proteina del
sobrenedant d’'una dissolucié a I'1 % de pols en aigua destil-lada, centrifugada a 20.000 x
g durant 30 minuts, dilitzant la técnica del biuret. Per obtenir la recta de calibratge
s'utilitzava com a patré seroalbimina bovina Sigma A4503 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri). El contingut en proteina total del plasma atomitzat es determinava pel
meétode Kjeldahl. Els resultats s’expressen com a percentatge de proteina soluble sobre
la proteina total. Es van fer les determinacions de solubilitat de cadascuna de les mostres
a pH acid (pH 4,5) i a pH neutre (pH 7) per tal d'observar possibles variacions d'aquest
parametre en funcié del pH.

3.2.3.4.2 Capacitat escumant

La capacitat escumant de les mostres es va determinar empiricament mesurant el
volum d'escuma format per agitacié violenta (1.600 rpm durant 10 minuts), mitjancant un
agitador magnétic, de 50 mL d'una solucié al 0,5% (p/v) dels productes estudiats.
L'estabilitat de I'escuma generada es va determinar mesurant la cinética de desaparicié
de l'escuma: es prenien mesures del volum d'escuma que restava en els recipients cada
mitja hora durant un periode de dues hores.
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Es va treballar amb mostres de plasma liquid, plasma atomitzat i clara d'ou
deshidratada. Es van realitzar quatre proves comparatives amb mostres de sang
recollides en quatre dies diferents i deshidratades el mateix dia del mostreig. Per
cadascun dels productes es van realitzar les proves per quadruplicat.

3.2.3.4.3 Activitat emulsionant

Per a la determinacié de l'activitat emulsionant es va utilitzar un métode turbidimetric
basat en la técnica de Pearce i Kinsella (1978). S’emulsionaven 40 mL d’oli de blat de
moro amb 20 mL d’'una solucié de plasma liquid o de plasma deshidratat i reconstituit al
mateix extracte sec que el plasma liquid. Les solucions es varen fer al 2,5, 5, 10 i 20, %
(v/v) amb aigua destil-lada i es varen assajar 4 valors diferents de pH: 7,4 (pH del plasma
liquid), 6, 5,5 i 4,5, acidificant amb HCI 4N. Les barreges de cada soluci6 amb I'oli
s’homogeneitzaven amb un aparell Politron PT3000 (Kinematica AG, Littau, Suissa) a
10.000 rpm durant 30 segons. Cadascuna de les emulsions es preparava per duplicat. Es
determinava I'absorbancia a 500 nm d’una dilucié 1:500 de I'emulsié en una soluci6 al 0,1
% de Brij-30 (4-lauril eter).

3.2.3.4.4 Formacio6 de gels per escalfament

Es van obtenir gels per escalfament de plasma liquid, de solucions de plasma
deshidratat reconstituit al mateix extracte sec que el plasma liquid original i de clara d'ou
deshidratada i reconstituida a un extracte sec del 10%. Es prenien 4 aliquotes de 25 mL
de les solucions corresponents i es mantenien a 80°C, en envasos tapats herméticament
(rosca twist-off), submergits en un bany termostatic durant 45 minuts. Després de la
gelificacié les mostres es portaven fins a temperatura ambient i posteriorment es
mantenien en refrigeracié durant 12 hores.

Per determinar (1) I'efecte del procés tecnologic de deshidratacid i (2) la influencia del
pH sobre aquesta propietat funcional, es van fer gels amb plasma liquid i dissolucions de
plasma i clara d’ou deshidratats a pH 7,4 i acidificats amb HCI 4N fins a pH 6, 5,5 4,5.
Es va comparar la capacitat de retencio d'aigua (CRA) i la resisténcia a la penetracio dels
gels formats amb els tres tipus de producte. Es va fer també un estudi de la
microestructura només dels gels obtinguts amb les mostres de plasma.
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Capacitat de retenci6 d'aigua (CRA). Es va utilitzar una técnica que combina la filtracié
i la centrifugacio, basada en la proposada per Kocher i Foegeding (1993) amb algunes
modificacions. S’agafaven porcions cilindriques dels gels (10 mm de longitud i 8 mm de
diametre) amb l'ajut d’'un trepa. S'introduien en sacs de membrana filtrant amb diametre
de porus de 0,45 mm (GORE-TEXA W.L. Gore y Asociados S.L.; Barcelona), i es
col-locaven en l'interior de tubs de centrifugacié suspesos a uns 2 cm de la base del tub.
S'aplicava una for¢a centrifuga de 4.000 x g durant 10 minuts a 15°C de temperatura i
s'avaluava la CRA com al percentatge (p/p) d'aigua retinguda per cada mostra respecte el
contingut d’aigua inicial. L'equip utilitzat va ser una centrifuga Sorvall RC 5C Plus (DuPont
Co., Newtown, Connecticut).

Microestructura (SEM). Les mostres de gels destinades a I'analisi microscopica es van
obtenir de la mateixa manera que en I'apartat anterior. La preparacié de les mostres per a
les observacions al microscopi electronic de rastreig (SEM, Scanning Electron
Microscopy) va consistir en una fixaci6 amb glutaraldehid al 2,5 % en tamp6 cacodilat
0,1M a pH 7,4 durant un periode de dues hores a temperatura de refrigeracié, 3 rentats
amb tampo cacodilat amb una durada total de 12 hores, deshidratacié en una série
etanolica (50, 70, 90 i 2x100) en etapes de 10 minuts i assecament per punt critic en un
equip Emitech K850 (EM Integrated Technology, Kent, Anglaterra). Les mostres
assecades es fracturaven (tall longitudinal) i es recobrien amb una capa d'or amb un equip
"diode sputtering” Emitech K550 (EM Integrated Technology, Kent, Anglaterra). Es va
utilitzar un microscopi electronic de rastreig Zeiss DSM 960 A (1994) (Carl Zeiss. Electron
Optics Division, Oberkochem, Alemanya) i es va treballar amb un voltatge d'acceleracio
de 15 kV.

Textura: resisténcia a la penetracid. Per a l'andlisi de textura es va mesurar la
resisténcia a la penetracié dels gels en dues de les quatre capsuletes de cada mostra
mitjangcant un texturometre TA XT2 (Stable Microsystems, Surrey, Anglaterra) amb una
sonda cilindrica d’ebonita de 10 mm de diametre. Es va valorar la for¢ca i el treball
necessaris per penetrar, a una velocitat constant de 0,1 mm/segon, una distancia de 4
mm. Es va treballar amb la mitjana dels resultats obtinguts a partir de tres penetracions
per cadascun dels gels.
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3.2.4 Estabilitat del plasma deshidratat

Es van realitzar analisis d'estabilitat térmica i solubilitat de mostres de plasma
deshidratat i mantingut en envasos de plastic amb tap de rosca durant diferents periodes
de temps. Es disposava de mostres amb diferent grau d'envelliment, corresponents
practicament a cadascun dels mesos anteriors al que es va considerar temps zero i fins a
un periode maxim d'un any. Els resultats d'aquestes determinacions, juntament amb les
observacions de pérdua de la facilitat de reconstitucié del producte en pols amb el temps,
ens van portar a plantejar l'experiéncia de fer el seguiment d'una mateixa mostra de
plasma atomitzat al llarg d'un periode relativament llarg per determinar I'estabilitat del
producte.

Es va partir de quatre produccions diferents de plasma atomitzat obtingut, amb les
mateixes condicions de procés, a partir de mostres de sang recollides en quatre dies
consecutius. Cadascuna de les produccions va permetre obtenir uns 150 grams a
plasma deshidratat que es van envasar en bossetes de plastic termosegellades en
porcions de 10 grams. Es va decidir conservar una de les mostres a temperatura de
refrigeracié i fer un estudi paral-lel per tal d’establir un possible efecte de la temperatura
en l'evolucié del producte emmagatzemat. D’aquesta manera, les quatre produccions es
van repartir en dos lots i es van mantenir durant tot l'estudi sota les segiients condicions
d'emmagatzematge:

Lot 1: Temperatura ambient (20-22°C)
Lot 2: Temperatura de refrigeracio (4-5°C)

Per tal d'establir les caracteristiques de partida dels diferents lots es van realitzar,
préviament a I'envasat, les determinacions segients:

Percentatge d'’humitat

Estabilitat termica: temperatura de desnaturalitzacié i entalpia de transicié
Recomptes microbioldgics de bacteris aerobics mesofils i psicrotrofs
Solubilitat, capacitat escumant i textura dels gels formats per escalfament

Amb l'objectiu de determinar [I'estabilitat del producte deshidratat es va fer el
seguiment d'aquests parametres durant un periode de 6 mesos realitzant les
determinacions mensualment, excepte les propietats funcionals de capacitat escumant i
textura dels gels, que inicialment es realitzaven cada dos mesos.
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3.2.5 Tractament estadistic de les dades

L'andlisi estadistica dels resultats es va fer amb els mateixos paquets d’aplicacions,
tests estadistics i nivells de significacié utilitzats en el capitol anterior (apartat 2.2.5).
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3.3 RESULTATS I DISCUSSIO

3.3.1 Atomitzacio

Es van determinar les condicions del procés d'atomitzacié que permetien obtenir un
producte deshidratat a partir de plasma liquid sense provocar canvis indesitjables en la
fraccio proteica. Es van fixar dos dels parametres del procés, el flux d'aire i la forca del
compressor a 64 nt/h i 2 bar, respectivament; i es van regular la temperatura i el cabal
d’entrada de producte en funcié del rendiment.

La taxa d'assecament de les particules ha de permetre que la deshidratacié es
produeixi durant l'interval en qué les gotetes surten del nebulitzador i impacten amb la
paret de la cambra, per evitar que les particules soOlides encara massa humides
s’adhereixin a les parets. Per tant, es va regular la velocitat de la bomba peristaltica per
tal d’obtenir un flux que permetés la completa deshidratacié de les fines particules de
liquid atomitzat, que es va fixar en 800 mL/h, ja que una velocitat més alta no permetia
assolir una deshidratacié completa i les particules s’adherien a les parets o, fins i tot,
s’acumulava liquid al tub col-lector del fons de la cambra d’atomitzacié.

La taxa d'assecament no depén només de la temperatura de l'aire calent i del
coeficient de transferéncia de calor, sin6 també del diametre de les gotetes que s’han de
deshidratar. Un flux d’entrada de producte més baix que el que s’ha utilitzat comportava la
formaci6 de particules atomitzades molt fines que es deshidrataven molt rapidament pero
proporcionaven particules solides molt petites que en el ciclé no es separaven de manera
correcta i es perdien arrossegades pel flux d’aire sortint, en detriment del rendiment del
proceés.

Es van buscar unes condicions de treball que asseguressin que la temperatura a la
qual estava exposada la particula durant qualsevol moment del procés no superés mai la
temperatura critica de 80°C, al voltant de la qual es produeixen fenomens de
termocoagulaci6 de les proteines plasmatigues. Segons Martin et al. (1995) la
temperatura de la particula sempre és inferior a la temperatura de I'aire sortint i no s’hi
aproxima fins que s’ha extret la major part de la humitat. En funcié d’aixo, la temperatura
maxima a la qual es va treballar va ser de 180°C perque és la que permetia que, quan
I'aparell treballava en régim estacionari, I'aire sortint no sobrepassés mai aquest valor de
80°C.

Un cop fixats tots aquests parametres de procés es van estudiar quines eren les
caracteristiques del producte en pols, concretament el contingut d’humitat i els valors
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dels parametres d'estabilitat térmica, en funcié de la temperatura de l'aire utilitzat en
I'atomitzacié.

Pel que fa als resultats del contingut d’humitat de les mostres de plasma
deshidratades sota diferents condicions de temperatura, l'analisi de variancia dels
resultats (annex 4), considerant els efectes del dia de mostreig i de la temperatura de
deshidratacid, indica que no sén significatives les diferéncies en el grau de deshidratacié
de mostres recollides en dies diferents perd deshidratades a la mateixa temperatura
(P>0,05); per tant, en la figura 3.4 es presenten els resultats obtinguts fent la mitjana de
12 determinacions per cada temperatura (3 produccions per cadascun dels quatre
mostrejos).
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Figura 3.4. Humitat del plasma deshidratat en diferents condicions de temperatura.
Mitjana i interval de confianca (95%). Les lletres indiquen els grups de mitjanes obtinguts
amb el test Tukey-Kramer (a = 0,05).

L'efecte de la temperatura de procés si que és significatiu P<0,05) i el test de
separacié de mitjanes distingeix tres grups: les mostres deshidratades a 120°C, les
deshidratades a 180°C i les deshidratades a 140 i 160°C, englobades en un mateix grup.
Aix0 indica que treballant a la temperatura de 180°C, maxima temperatura assajada,
aconseguim un grau de deshidratacié significativament més alt que el que s’assoleix a
temperatures de fins a 160°C.
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En referéncia als parametres calorimétrics, utilitzats com a indicadors del nivell de
desnaturalitzacié sofert per les proteines plasmatiques durant el procés d'atomitzacié
(apartat 3.2.3.3) a aquesta temperatura (180°C) s’han obtingut els resultats que es
mostren en la taula 3.1. La variacié d'entalpia (OH) i la temperatura de desnaturalitzacié
(Td) s’han calculat a partir dels pics endotermics de la corba DSC obtinguda escalfant el
plasma liquid i les dissolucions al 10% de plasma deshidratat des de 30 fins a 100°C a
3°C/min.

Taula 3.1. Parametres calorimétrics (DSC) de plasma liquid i plasma atomitzat

PRODUCTE DH 2(J/g) Td® (°C)

Plasma liquid 10,14 £ 0,79 75,74 £0,63

Plasma atomitzat (180°C) 10,50+1,26 76,40 £ 0,98

Mitjana i interval de confianga (95%) de quatre determinacions
&: variacio d’entalpia; b temperatura de desnaturalitzacio

Les diferencies entre els valors d’entalpia i temperatura de desnaturalitzacié calculats
pels dos tipus de mostra no sén significatives P>0,05) (Annex 5) i, per tant, podem
deduir que l'atomitzaci6 a 180°C no suposa una desnaturalitzacié de les proteines
plasmatiques prou important per a qué sigui detectable i quantificable mitjancant I'analisi
calorimetrica.

El producte en pols obtingut amb el tractament a 180°C no presentava problemes
apreciables d'insolubilitzacié, caracteristica que sovint és consequéncia del procés de
desnaturalitzaci6. A més, la pols obtinguda amb aquestes condicions d’atomitzacié
presentava bones propietats de rehidratacié, propies, en general, de tots els productes
atomitzats degut, en bona part, a la forma de les particules resultants. Durant el procés la
superficie de les gotes perd immediatament 'aigua en sortir del nebulitzador i els soluts
solidificats i els solids en suspensié formen una crosta a la superficie de la particula. El
diametre de la particula va disminuint a mesura que es va deshidratant. Quan la crosta és
prou gruixuda per oferir una resisténcia considerable al noviment de l'aigua cap a la
superficie s'incrementa la temperatura de la particula i es vaporitza el liquid atrapat en el
seu interior, generant pressié. Una part de la crosta superficial es pot trencar i alliberar el
vapor. Com a conseqiiéncia d'aix0, les particules atomitzades es troben en forma
d’'esferes buides o fragments d'aquestes esferes que mostren una gran facilitat per la
rehidratacio (Toledo, 1991).
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La conclusi6 va ser que la temperatura maxima avaluada, 180°C, permetia eliminar la
major part del contingut d’aigua de la mostra (quasi un 87 %) sense afectar I'estabilitat
termica del producte i la seva facilitat per rehidratar-se; per tant, es va decidir treballar a
aguesta temperatura per obtenir el producte en pols a partir del plasma liquid. Chinprahast
et al. (1995), en un estudi sobre les propietats funcionals de plasma de sang de porc
deshidratat per diferents sistemes (al buit, per liofilitzacié i per atomitzaci6), també
conclouen que les millors condicions per optimitzar el rendiment del procés d’atomitzacio
sén temperatures de 180-190°C. En aquest mateix treball la velocitat d’alimentacié que es
considera optima és de 0,5 L/h, treballant amb un equip on el sentit de circulacié de la
mostra nebulitzada i I'aire d’assecament és a contracorrent.

En les condicions proposades s’obtenia un rendiment d'uns 40-45 grams de pols per
litre de plasma liquid, valor que, si bé es pot considerar baix tenint en compte que
'extracte sec del plasma és de l'ordre del 10%, coincideix amb els obtinguts per
Chinprahast et al. (1995) en l'estudi anteriorment esmentat. L'objectiu d’aquesta part del
treball no era I'optimitzacié del rendiment i cal tenir present que s’ha treballat amb un
equip a escala de laboratori i s’ha fet la deshidratacié de plasma sense pre-concentracio,
factors determinants en el volum de pérdues que pot suposar el procés. Amb un
equipament industrial que permet processar volums més grans, sotmetent el plasma a
una concentracioé prévia a I'assecament i amb un sistema de recuperacié de particules
fines (un segon cicld, per exemple) probablement s’aconseguiria un increment important
en el rendiment del procés.
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3.3.2 Caracteritzaci6 del plasma atomitzat

3.3.2.1 Caracteritzacié bioquimica

Els resultats de les analisis de composici6é de les mostres de plasma deshidratat es
mostren en la taula 3.2.

Taula 3.2. Components majoritaris del plasma deshidratat per atomitzacié

Component % en pes
Humitat 11,88 + 0,92
Proteina 66,45 + 1,92
Greix 3,88 £0,75
Cendres 14,13 £ 0,75

S’indiquen les mitjanes de cadascun dels parametres analitzats amb el corresponent interval
de confianca (95%).

El procés de deshidratacié per atomitzacid permet una concentracié considerable de
I'extracte sec -des del 10% del plasma liquid fins a prop del 90%- i, per tant, un
enriquiment de la fraccié proteica, responsable de la funcionalitat del producte. La
reduccié de volum que implica la deshidratacié permet disposar d'un producte en pols
gue, a part de ser més estable, comporta forca menys problemes de manipulacio i
emmagatzematge que el plasma liquid.

L'efecte conservador d'una deshidratacié es basa en el seu efecte sobre I'activitat
d'aigua del producte, que condiciona tant les seves propietats com la seva estabilitat.
L’activitat d'aigua influencia el creixement dels microorganismes, pero afecta també
moltes altres propietats dels aliments: la reactivitat quimica i I'equilibri, I'activitat
enzimatica, I'estabilitat dels nutrients i les caracteristiques organoléptiques (gust, aroma,
textura, etc.).

Els valors d'activitat d’aigua a 20°C del plasma en pols recentment deshidratat,
segons la isoterma d'adsorcié del producte (Figura 3.2) i en funcié dels continguts
d’humitat que s’han determinat, es troba entre 0,3 i 0,4. Els valors minims d’a, pel
creixement de la majoria de bacteris associats als aliments esta al voltant de 0,90. El
fongs s6n més resistents a la dessecacio i sovint poden créixer bé en aliments amb a,
per sota de 0,80 i, a temperatura ambient, es pot donar un creixement lent fins i tot en
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aliments amb a, de 0,70. A g, inferiors a 0,65 el creixement dels fongs també es veu
completament inhibit. Per tant, i encara que els valors d’'a, que es donen com a minims
pel creixement dels microorganismes concrets no siguin mai un valor absolut, sind que
puguin ser lleugerament influits per diversos factors (pH, temperatura, estatus nutricional i
naturalesa dels soluts especifics en la fase aquosa), podem afirmar que els valors
assolits en la deshidratacié son suficientment baixos per assegurar que el plasma en pols
és microbiologicament estable. Podra ser, per tant, emmagatzemat a temperatura
ambient sense el risc de deteriorament microbiologic.

Pel que fa a la possibilitat de deteriorament enzimatic, cal dir que la majoria d’enzims
requereixen un medi aquos per dur a terme la seva activitat catalitica (Figura 3.5). L'aigua
és necessaria pel manteniment de I'estructura de I'enzim, com a medi de difusié del
substrat cap al centre actiu i dels productes des del centre actiu i, en alguns casos, com
a un dels reactants de la reaccié catalitzada. Tots els estudis sobre [lactivitat de
determinats enzims en funcié de l'activitat d’aigua del medi indiquen que no es donen
reaccions enzimatiques en medis on només hi ha aigua fortament lligada i, per tant, cal la
preséncia d'aigua lliure (Rockland i Beuchat, 1987). Als valors d'a, del plasma atomitzat,
les Uniques reaccions de degradacid enzimatica possibles serien les produides per
enzims lipolitics. Les lipases es mantenen actives a valors extremadament baixos d’a,
(inferiors a 0,2) perqué el substrat és suficientment mobil i fluid per associar-se amb
I'enzim sense que calgui I'aigua com a medi difusor. En el nostre cas, hem de tenir en
compte que la fraccid susceptible a I'accié d’aquests enzims representa vora un 4% de la
composicié de la mostra i, per tant, no es pot considerar despreciable. D’altra banda,
veiem que [lactivitat dels enzims proteolitics, que podrien deteriorar el component
majoritari del producte, si que resulta inhibida a valors d'activitat d'aigua per sota de 0,3.
A més, fins a valors d’a, per sobre de 0,6 la velocitat de les reaccions enzimatiques és
molt lenta i, per tant, des d’aquest punt de vista, el plasma deshidratat es pot considerar
també un producte estable.

S'observa també en la figura 3.5 que a valors baixos d'a, es poden donar algunes
reaccions degradatives no enzimatiques, com enfosquiments deguts a reaccions de
Maillard i processos d'oxidacié autocatalitica dels lipids. Aquests Ultims poden estar
promoguts per la preséncia de ferro resultant de I'hemolisi i sén, per tant, més greus
quant més hemolitica sigui la sang a partir de la qual s'ha obtingut el plasma. Per aixo,
tot i que no s’ha fet en aquest treball, considerem que seria interessant realitzar un estudi
del possible desenvolupament de ranciesa durant I'emmagatzematge del plasma
deshidratat.
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Figura 3.5. Velocitats relatives de les reaccions quimiques i bioquimiques de degradaci6
dels aliments i del creixement microbioldgic en funcié dels valors d'a, (adaptat de
Rockland i Beuchat, 1987).

Les determinacions de residus realitzades per I'lRTA (Centre de Tecnhologia de la Carn,
Monells) en plasma deshidratat han donat resultats negatius en totes les mostres pel que
fa a la presencia d’hormones i b-Agonistes. Seria preocupant haver detectat en el plasma
la preséncia de concentracions considerables de promotors del creixement perquée tenen
efectes negatius importants sobre la salut humana; poden provocar alteracions
hormonals, hiperplasies, alérgies, alteracions del ritme cardiac i tenen propietats
carcinogéniques, mutagéniques i teratogéniques (Pérez, 1995). En relacié a les
sulfonamides i corticosteroides s’han obtingut resultats positius només en una de les sis
mostres analitzades, amb valors de 1,3 ng/g i 320 ng/g, respectivament. Les
sulfonamides i corticosteroides poden ser consequéncia de tractaments veterinaris
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subministrats als animals abans del sacrifici, possiblement a través del pinso. Com a
efectes negatius del consum d’aquestes substancies poden esmentar-se fendmens
d’intolerancia i alérgia en persones sensibles i, en casos d’ingesta continuada, I'aparicio
de resisténcies bacterianes. Les concentracions detectades sén baixes perd caldria
aprofundir en l'estudi de la preséncia d’aquest tipus de substancies per confirmar els
nivells i deteminar la freqiéncia amb qué es detecten en el producte en pols i fer una
avaluacio dels riscos. Seria convenient també incloure determinacions d’alguns pesticides
que podrien haver arribat als animals també a través del pinso.

3.3.2.2 Analisis microbiologiques

Els resultats dels recomptes de microorganismes per la sang sencera, pel plasma
separat per centrifugacio i per una solucié al 10 % de plasma atomitzat, es mostren en la
figura 3.6, on es pot observar la reduccié de carrega microbiana que comporten els
tractaments de centrifugaci6 i deshidratacié per atomitzacié sobre els diferents grups de
microorganismes estudiats. Pel cas del producte deshidratat, s’han representat els nivells
de contaminacié d'una solucié al 10%, és a dir amb el mateix extracte sec que el plasma
original, per tenir resultats comparables als del plasma liquid obviant l'efecte de
concentracié que el procés ha tingut també sobre els microorganismes.
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Figura 3.6. Recomptes de microorganismes (log ufc/mL) en sang, plasma i plasma
deshidratat reconstituit al 10% (p/v). Les barres indiquen linterval de confianca (95%) de
les mitjanes.
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Veiem que I'efecte de la centrifugacié ha estat practicament inapreciable, mentre que
'atomitzaci6 si que ha representat una disminucié considerable de la carrega
contaminant, més o menys important segons el grup de microorganismes estudiat. Cal
tenir present la possibilitat que una part de la reduccié observada sigui deguda a
processos d'agregaci6 cel-lular provocats pel procés tecnologic i que es manifesten com
a una disminucié en el nombre d'unitats formadores de colonies aparegudes en les
plaques de sembra. Caldria avaluar quina és la contribucié de processos d’aquest tipus
sobre els percentatges de reduccié que s’han determinat i que, en aquest treball, s’han
considerat equivalents a percentatges de mortalitat.

Sobre la carrega microbiana global, indicada pels recomptes de microorganismes
aerobics mesofils, s’ha obtingut una reduccié d’aproximadament una unitat logaritmica,
que, tot i representar I'eliminacio del 90% dels microorganismes, comporta I'obtencié d’'un
producte deshidratat encara amb una contaminacié microbiana important. En el cas dels
psicrotrofs, la reduccié durant 'assecament ha estat de dues unitats logaritmiques,
probablement perqué aquest grup de microorganismes, constituit principalment per
bacteris gram-negatius amb capacitat d’adaptar-se al creixement a baixes temperatures,
sén més sensibles a I'exposicié a temperatures elevades, essent el factor limitant la
temperatura de desnaturalitzacié dels seus enzims respiratoris. L'elevat contingut en
bacteris psicrotrofs, malgrat que el producte en pols s'emmagatzemi a temperatura
ambient, és preocupant també pel fet que aquests microorganismes acostumen a ser
responsables de la sintesi d’enzims proteolitics i lipolitics termoresistents, i ja hem vist
en l'apartat anterior que els processos de lipolisi es poden donar a valors molt baixos
d’activitat d'aigua.

La reducci6 més important s'obté sobre el grup de les enterobacteriacies,
microorganismes gram-negatius termolabils, pels quals temperatures d'uns 60-65°C
comporten ja efectes letals.

El cas dels clostridis sulfit-reductors mereix un comentari pel fet que el seu
comportament no és el que es podia haver suposat a priori. Aquest grup esta integrat per
bacils gram-positius amb capacitat de formar espores, formes de resisténcia a condicions
ambientals adverses, i mostren, per tant, una capacitat per sobreviure a tractaments
termics importants molt superior a altres grups bacterians. Ja hem comentat que el
procés datomitzaci6 efectuat permet tractar productes termosensibles perque la
temperatura a la qual esta exposada la particula no supera els 80°C. Caldria esperar,
doncs, que els clostridis presents en el producte liquid es trobessin també en el plasma
deshidratat, pero en cap de les mostres de pols analitzades s’han dillat clostridis sulfit-
reductors. Una possible explicacid podria ésser que es partia de concentracions en
plasma liquid forca més baixes que qualsevol dels altres grups investigats, i que
probablement en el producte liquid es trobaven en forma vegetativa, per la qual cosa el
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tractament térmic del procés ha estat suficient per a qué no es detecti la seva presencia
en el producte deshidratat.

En la taula 3.3 es mostren els valors d'a, minims pel creixement i la produccié de
toxines de determinats patdogens de transmissiéo alimentaria. Aquestes dades
suggereixen que els aliments amb activitats d’aigua per sota de 0,78-0,8 no poden ser
responsables d'intoxicacions alimentaries. Observem que les espeécies flungiques soén
generalment més osmotolerants que les bacterianes tant en la seva capacitat de créixer
com en la de produir toxines a baixos valors d'a,,.

Taula 3.3. Limit inferior d’a, per al creixement i la producci6 de toxines d’alguns
patogens d'aliments

a, minima
Organisme Creixement  Produccio toxines
especies de Salmonella 0,94 -
Clostridium botulinum (tipus A i B) 0,93 0,84
Clostridium perfringens 0,95 no es coneix
Bacillus cereus 0,93 -
Aspergillus flavus 0,83 0,78
Vibrio parahemolyticus 0,94 -
Staphylococcus aureus 0,86 0,89
Listeria monocytogenes 0,93 -

Font: Troller (1989)

L’espécie bacteriana que pot créixer a valors més baixos d'a,(0,86) és Staphylococcus
aureus, tot i que veiem que la possibilitat d’elaborar toxines d’aquest patogen s’inhibeix a
valors superiors. Donat que en les analisis de matéria primera es van obtenir recomptes
elevats de Staphylococcus aureus, que aguesta espécie és el grup de bacteris que s’ha
mostrat menys susceptible al procés d’atomitzacié figura 3.6) i que les enterotoxines
gue sintetitza son proteines termoestables, es va fer una investigaci6 de la possible
preséncia d’enterotoxines estafilocociques en el producte deshidratat i en el plasma liquid
a partir del qual s’havia obtingut.

Les mostres de sang, plasma o plasma deshidratat no contenien els nivells de
contaminacié per S. aureus enterotoxigenic que generalment s’assumeix que es
requereixen per produir nivells apreciables d’enterotoxines, una poblacié de varis milions
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de cél-lules per mililitre o gram d’aliment (Frazier i Westhoff, 1988; Newsome, 1988; De
Solan et al.,, 1990). Malgrat aixd0 en l'estudi es va detectar preséncia d’enterotoxines
estafilocociques en 3 mostres de plasma en pols sobre un total de 11 mostres
analitzades. En tots tres casos la investigacié d’enterotoxines en el plasma liquid de
partida també va resultar positiva. Els grups serologics de les enterotoxines detectades
coincidien en el plasma liquid i en el plasma deshidratat corresponent i pertanyien als
grups A, el grup serologic més freqiientment responsable d'intoxicacions alimentaries
segons Frazier i Westhoff (1988).

Les mostres positives donaven sempre valors d’absorbancia propers al considerat com
a valor discriminant gut-off) del test i aix0 fa sospitar, tot i que I'enzimoimmunoassaig
realitzat és només una prova qualitativa, que la concentracid d’enterotoxines que podien
contenir estava prop del limit de detecci6 de la técnica, entre 0,2 i 0,7 ng/mL, que
correspondrien a valors dentre 2 i 7 ng de toxina per gram de plasma deshidratat.
Tanmateix €s important tenir en compte el fet que algunes mostres presentin nivells
apreciables d’enterotoxines estafilocociques ja que existeixen estudis que conclouen que
només entre 100 i 200 ng de toxina en determinats aliments sén suficients per provocar
simptomes d'intoxicacié en consumidors sensibles (Evenson et al., 1988).

L'elevada carrega contaminant i la preséncia de microorganismes deteriorants o
capagos de sintetitzar toxines en el producte deshidratat no sén preocupants pels
possibles efectes sobre la qualitat del producte en pols durant el seu emmagatzematge,
ja que com hem vist els baixos nivells d'activitat d’aigua asseguren la inhibicié de la seva
activitat. Cal tenir-los en compte, pero, perqué podrien suposar un risc considerable quan
s’afegis el plasma deshidratat com a ingredient en la formulacié d’algun altre aliment, on
podrien provocar alteracions, introduir olors estranyes i fins i tot suposar un perill des del
punt de vista sanitari.

3.3.2.3 Analisi calorimétrica (DSC)

Els canvis induits pels tractaments térmics en les proteines alimentaries condueixen
sovint al desplegament de l'estructura nativa o desnaturalitzacié. La majoria de les
propietats funcionals de les proteines depenen de la seva capacitat per desplegar-se sota
condicions especifigues del medi on es troben. Dins el context de funcionalitat de
proteines alimentaries, entenem com a estat desnaturalitzat una variacio significativa en
la conformaci6 tridimensional que presenta la proteina en el seu medi natural (per
exemple quan una proteina globular s'escalfa a temperatures de 80°C). S'anomena sovint
“desnaturalitzacié o desplegament parcial” a les petites desviacions de I'estructura nativa
que es poden donar degut a lleugeres modificacions de les condicions del medi natural de
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la proteina (forga iodnica, pH, temperatura, etc.) (Dickinson i McClements, 1995). L'estat
desnaturalitzat pot ser reversible o irreversible segons les condicions ambientals i les
interaccions inter i intramoleculars de la molécula proteica desplegada. La técnica DSC,
com s’ha comentat anteriorment, és (til per avaluar I'estat natiu o desnaturalitzat d’una
proteina (apartat 3.2.3.3).

Posada a punt del métode analitic

En la figura 3.7, que mostra les corbes DSC obtingudes en I'analisi de les mostres de
plasma sotmeses a diferents velocitats d’escalfament, podem observar que les velocitats
de 0,5, 1, 2 i 3°C/min permeten obtenir un pic endotérmic d’entalpia quantificable dins el
rang de temperatures de 30 a 100°C. Una velocitat superior (5°C/min) proporciona un pic
incomplet i, per tant, de dificil quantificacié. Per obtenir un pic complet a aquesta velocitat
seria necessari arribar fins a temperatures superiors, on es solaparia amb transicions
associades a processos de descomposicid, observats a partir dels 100°C.

Els valors mitjans d’entalpia (OH) i temperatura de desnaturalitzacio (Td) obtinguts per
a cada velocitat es presenten en la taula 3.4.

Taula 3.4. Temperatures de desnaturalitzacié (Td) i entalpia de transici6 DH)
determinats per DSC en plasma sotmés a diferents velocitats d’escalfament.

Velocitat escalfament Td (°C) DH (J/g9)
(°C/min)
0,5 65,45 + 1,47 8,1+1,76
1 67,45 + 0,53 9,15+ 1,49
2 75,7+ 0,19 10,35 + 1,46
3 76,51 £ 0,34 9,64 + 0,56
5 80,1+ 0,63 n.d.

S’indica la mitjana de, com a minim, dues determinacions i l'interval de confianga (95%) de
cada mitjana. n.d.: no determinat
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Les diferéncies entre les entalpies calculades per velocitats inferiors a 5°C/min no sén
molt importants. Per aixd s’ha considerat adequat realitzar les analisis calorimétriques
amb la velocitat més elevada, 3°C/min, optimitzant aixi el temps esmer¢at en cada
analisi.

Temperatura (°C)

50 60 70 80 90 100

flux endotérmic M 0,5°C/min

._\’_/-/_-"~ 1°C/min

2°C/min

3°C/min

05 mw ]V
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Figura 3.7. Corbes DSC de mostres de 100 ni de plasma de sang porcina a diferents
velocitats d’escalfament.

Les analisis realitzades a velocitats més lentes (0,5°C/min i 1°C/min) permeten intuir
la preséncia de dos pics endotérmics solapats, que correspondrien probablement a
proteines plasmatiques diferents i que no s'observen a velocitats superiors. No s’ha
obtingut una bona separacié dels pics sota cap de les condicions experimentals
assajades i, per tant, s’ha decidit treballar amb el pic Unic obtingut a la velocitat de
3°C/min. Cal tenir en compte que el producte estudiat no esta constituit per una Unica
proteina i que es necessari atribuir el pic observat al conjunt de processos experimentats
per les diferents proteines del plasma.
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Un altre aspecte a considerar és que la formacié d’agregats proteics, en aquest cas la
gelificacid del plasma durant I'escalfament fins a 100°C, comporta l'existéncia de
reaccions exotérmiques que disminueixen I'entalpia neta del pic de transicié (Myers,
1990) i que, per tant, participen de manera important en les variacions observades en els
parametres estudiats. El valor d’entalpia observat per calorimetria és de dificil interpretacié
en aquestes situacions on no es manté la reversibilitat termodinamica. Per mantenir la
reversibilitat caldria aconseguir o bé I'abséncia de gelificacio, impossible en el cas del
plasma, o bé la separacio en el temps dels fenomens de desplegament i agregacié. Les
velocitats d'escalfament rapides afavoririen aquesta separacié temporal pero existeix la
limitacié imposada per la transferéncia de calor de la mostra. Per obtenir informacié
addicional sobre I'estabilitat térmica del plasma seria recomanable utilitzar técniques
analitiques complementaries (espectre infraroig, dicroisme circular, estudis reologics del
gel) que proporcionessin dades relacionables amb les de les analisis calorimétriques.

El tractament de les dades obtingudes a una velocitat de 3°C/min mostra una bona
reproductibilitat en els valors de ###H i Td. Els coeficients de variaci6 obtinguts han estat
de 1,1% i 14,3%, respectivament, per n=23.

Efecte del procés de deshidratacié sobre I'estabilitat termica

En la figura 3.8 es mostren els termogrames obtinguts en I'analisi per DSC de mostres
de plasma liquid i plasma deshidratat per atomitzacié per dos dels valors de pH estudiats
(7,415,5).

Podem observar que les corbes DSC dels dos tipus de mostra s6n practicament
idéntiques pels mateixos valors de pH. En la taula 3.5, on es presenten les mitjanes de
totes les analisis efectuades, i per a tots els nivells de pH, s’observa que els valors
d’'entalpia calculats pels dos tipus de mostra sén similars. L'analisi estadistica de les
dades confirma que no existeixen diferéncies significatives £>0,05) entre elles. Si es
donessin aquestes diferéncies podrien ser atribuides a I'efecte desnaturalitzador del
procés tecnologic de deshidratacié aplicat al plasma liquid per a I'obtencié del producte
en pols; per tant, landlisi ens permet deduir que [Iatomitzaci6 no provoca
desnaturalitzacié de les proteines plasmatiques. Si que es pot observar, pero, un lleuger
desplacament de la temperatura de pic cap a valors més elevats en totes les mostres de
plasma deshidratat respecte a les de plasma liquid als mateixos valors de pH. Aixo podria
ser indicatiu de I'existéncia de modificacions estructurals de les proteines que afecten la
seva estabilitat térmica i que no es tradueixen en variacions de I'energia global implicada
en el procés de desnaturalitzacié i posterior gelificacié que es donen durant I'analisi.
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Temperatura (°C)
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Flux endotérmic

\/— ApH74

BpH74
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Figura 3.8. Corbes DSC de mostres de 100 ni de plasma liquid (A) i una dissolucio al 10
% (p/v) de plasma deshidratat (B). Velocitat d’escalfament de 3 °C/min.

Segons els resultats mostrats en la taula 3.5 si que es donen variacions en ambdés
parametres calorimetrics, DH i Td, en funcié del pH. S'observa una disminucié progressiva
del valor de ###H a mesura que es redueix el pH i un descens brusc a pH al voltant de 5
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gue coincideix amb el pH isoeléctric de la proteina plasmatica majoritaria
(seroalbumina). A pH 4 ja no s'obté pic de transicié probablement degut a que la
desnaturalitzacio de les proteines plasmatiques s’ha produit durant I'ajust de pH, tal com
suggereixen Barbut i Findlay (1990) en I'estudi de I'efecte del pH sobre les proteines de la
clara de I'ou. Igualment, la temperatura de desnaturalitzacié disminueix a mesura que el
pH és més baix i aixd contribueix a evidenciar el canvi conformacional que s’ha produit.
Aquests resultats coincideixen amb els descrits en treballs similars sobre altres
proteines, com la ###-conglicina (Nagano et al.,, 1994), la ribulosa 1,5-bisfosfat
carboxilasa/oxigenasa (Béghin et al., 1993), la globulina 12S de Brassica campestris
(Leger i Arntfield, 1993) o altres proteines d’'origen vegetal (Arntfield et al., 1990; Myers,
1990; Paredes-Lépez et al., 1990; Nagano et al., 1992).

Taula 3.5. Efecte del pH sobre els parametres calorimétrics (DSC) del plasma
liquid i plasma deshidratat

Plasma liquid Plasma deshidratat
pH DH *(J/g) Td °(°C) DH (J/g) Td (°C)
7,4 10,14 £ 0,79 75,74 £ 0,63 10,50 + 1,26 76,40 = 0,98
5,5 6,50 + 0,56 75,55 + 0,17 6,50 + 0,98 76,25 £ 1,67
4,5 3,50 £ 0,98 64,45 + 2,25 2,50 £ 0,98 67,20 + 1,76
4,0 0 - 0 -

S’indica la mitjana i I'interval de confian¢a (95%), per n=4.
#: Entalpia de transicio; b Temperatura de desnaturalitzacié

Les diferencies entre els valors d’'entalpia i els de temperatura de pic obtinguts en
diferents condicions de pH son significatives (P<0,05) (annexos 5a i 5b) i indiquen que el
grau de desnaturalitzaci6 acida de les mostres afecta I'estabilitat termica de les proteines
plasmatiques i facilita el procés de desnaturalitzaci®é que es produeix durant I'analisi
calorimétrica. Aquestes observacions coincideixen amb les descrites en estudis del
mateix tipus per les proteines de la clara d’ou (Barbut i Findlay, 1990).

Ja que les diferéncies en els valors de Td i ###H poden atribuir-se a diferents nivells de
desnaturalitzacié proteica, tal com ha estat proposat per altres autors (Murray et al.,
1985) aquests resultats suggereixen que la desnaturalitzacié térmica de les proteines
plasmatiques es facilita quan el pH baixa per sota de 5. Sembla ser que el grau de
protonacié dels grups carboxil a pH acid provoca un canvi en el balang de forces
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electrostatiques que afavoreix la transicié de la forma nativa de les proteines a l'estat
desnaturalitzat.

3.3.2.4 Propietats funcionals

Les proteines, que poden ser presents en els aliments de manera natural (ovoalbimina
en ous, proteines seriques i caseines en llet, actomiosina en carn, etc.) o es poden afegir
com a ingredients estructurals durant el processament de productes elaborats (postres,
begudes, etc.), a més c tenir interés des del punt de vista nutricional presenten un
ventall important de propietats funcionals.

En aquest estudi s’han determinat algunes caracteristiques fisico-quimiques i s’han
realitzat proves empiriques amb la intencié d’'aconseguir una caracteritzacié de la
funcionalitat del plasma deshidratat.

3.3.2.4.1 Solubilitat

Els productes proteics que s'utilitzen com a ingredients en la formulacié de molts
aliments, generalment deshidratats per atomitzacié, han de presentar sovint un grau de
solubilitat elevat per tal de ser Utils i funcionals. La solubilitat d’aquests productes depén
del seu estat fisico-quimic o el de les seves molécules proteiques, que es poden veure
afectades favorablement o adversa per la calor, la deshidrataci6 i altres tractaments als
quals son sotmeses durant el processament i I'emmagatzematge. En el nostre cas, el
tractament termic és imprescindible per reduir el contingut d’aigua del plasma liquid pero
la solubilitat de la majoria de les proteines es redueix de manera irreversible durant
I'escalfament. Per tant és important I'avaluacié del possible efecte del tractament de
deshidratacio sobre la solubilitat del producte final i, posteriorment, I'estudi del seu efecte
sobre altres propietats funcionals.

La solubilitat de les proteines en aigua depén de nombrosos parametres. Des del punt
de vista termodinamic, la solubilitzacié correspon a una dissociacié simultania de les
molécules del dissolvent i les de les proteines, préviament dispersades en el dissolvent,
amb una superficie interfacial de maxim contacte entre aquest i la proteina (Cheftel et al.,
1989). La solubilitat depén fonamentalment del pH, la forca idnica, el tipus de dissolvent i
la temperatura. En aquest estudi s’ha determinat la solubilitat en aigua de la fraccio
proteica del plasma deshidratat, a temperatura ambient, a la for¢a ionica normal del
producte (condicionada pel citrat sodic utilitzat com a anticoagulant en el procés de
recollida de la sang) i a dues condicions de pH: neutre (7,0) i acid (4,5). S’han obtingut
els resultats que es mostren en la figura 3.9.
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Solubilitat (% prot.sol./prot. total)

pH

Figura 3.9. Solubilitat del plasma deshidratat a pH 7 i pH 4,5. Mitjana i interval de
confianga (95%), n=13.

Hem obtingut valors de solubilitat de la fraccid proteica del plasma deshidratat forca
elevats pels dos valors de pH estudiats: sempre superiors al 90% a pH neutre i quasi del
90% a pH acid (4,5). Aquestes dades coincideixen amb les descrites per plasma
liofilitzat, utilitzat com a control en un estudi sobre l'efecte de la temperatura
d'atomitzacié (160 i 193°C) en la solubilitat de les proteines de la sang (Tybor et al.,
1975).

Veiem que l'efecte del procés tecnologic d’atomitzacié sobre la solubilitat proteica del
producte deshidratat en aquest cas ha estat poc important, sobretot en relacio als
resultats de I'estudi de Tybor et al., on I'atomitzacié comporta una reduccié de solubilitat
del 20% respecte al control liofilitzat. Chinprahast et al. (1995), en canvi, determinen
percentatges de solubilitat proteica del voltant del 80% en plasma atomitzat a
temperatures de 180-190°C, significativament superiors als que presenten mostres
obtingudes per atomitzacié a temperatures més baixes (150, 160 i 170°C).

Una proteina, amb valors de pH superiors o inferiors al punt isoeléctric, té carrega
negativa o positiva i les molécules d’aigua reaccionen amb aquestes carregues contribuint
a la seva solubilitzacié. En I'estudi de Tybor et al. (1975) s’estableix que a pH 4,8, que és
el que correspon a la minima solubilitat de les proteines plasmatiques ja que coincideix
amb el punt isoeléctric de la proteina majoritaria, aproximadament un 74 % de la proteina
encara és soluble. Per tant, en el plasma el pH afecta relativament poc al grau de
solubilitat.
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El grau d'insolubilitat duna proteina és, probablement, la mesura més practica de la
desnaturalitzacié-agregacié proteica. L'avantatge principal d’'una elevada solubilitat inicial
possiblement sigui el fet de permetre una dispersié completa i rapida de les molécules
proteiques, fet que condueix a un sistema col-loidal finament dispers, amb una estructura
macroscopica homogeénia, i que millora la seva activitat superficial (Cheftel et al., 1989).
Es per aixd que les proteines que es troben inicialment en estat desnaturalitzat,
parcialment agregat, mostren sovint una disminucid en la capacitat de gelificacio, emulsio
o formacié d’escumes. De tota manera, i depenent de la naturalesa de les proteines, no
sempre és imprescindible una elevada solubilitat inicial per a qué aquestes propietats
funcionals siguin bones ja que els processos de formacié d’emulsions, escumes i gels
pressuposen diferents graus de desplegament, agregacio i insolubilitzacié. Tanmateix, els
resultats de solubilitat del plasma deshidratat condueixen a suposar que hi haura poques
diferéncies entre les seves propietats funcionals i les que presentava el plasma liquid

3.3.2.4.2 Capacitat escumant

L'escuma es defineix com a un sistema bifasic que consisteix en una massa de
bombolles de gas dispersades en una fase continua liquida o ssmi-solida (Glicksman,
1982) i separades per pel-licules primes del liquid o del sdlid. En el nostre cas, el gas és
l'aire i la fase continua és una soluci6 aquosa que conté les proteines plasmatiques.
Aquestes, un cop aplicada I'energia mecanica necessaria per a la incorporacié de l'aire,
actuen com a agents de superficie, rebaixant la tensié de la interfase gas-liquid i formant
una barrera protectora elastica entre les bombolles del gas per evitar la coalescéncia.

En la figura 3.10 es mostra la capacitat de formacié d’escuma de les solucions
estudiades i l'estabilitat d’'aquesta escuma durant un periode de dues hores de
manteniment en repos.

La capacitat escumant i I'estabilitat de I'escuma obtinguda son identiques per les
mostres de plasma liquid i plasma deshidratat, per tant podem afirmar que aquesta
propietat funcional tampoc es veu afectada pel procés tecnologic d’atomitzacio.

El volum d’escuma obtingut a partir de les solucions de plasma és un 50% superior al
de les de la clara d'ou utilitzada com a eferéncia. L'’escuma de la clara d'ou, pero, és
molt més estable. Les bombolles d'aire en I'escuma sén més petites i, al cap de dues
hores, encara es manté el 68,7% del volum d'escuma inicial. L'’escuma del plasma
presenta bombolles d’aire més grans, s’observa una reduccié exponencial durant tot el
periode de repos i al cap de dues hores només es manté aproximadament un 20 % del
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volum d’escuma aconseguit per agitacié de les solucions. La reduccié del voltant del 30
% del volum que es produeix al cap de dues hores en la clara d'ou es doéna, en les
solucions de plasma, durant la primera mitja hora de repos.

—&— Plasma liquid
70 3 —#— Plasma deshidratat
—&— Clara d'ou deshidratada

Volum escuma (mL)

0 t t t i

0 30 60 90 120
Temps (min)

Figura 3.10. Capacitat escumant i estabilitat de I'escuma del plasma liquid, deshidratat i
clara d'ou deshidratada. Mitjana de quatre mostres i interval de confianca (95%).

Tybor et al. (1975) en un estudi sobre la propietat escumant dels dos productes en
funcié de la concentracié de proteina no coincideixen amb les nostres conclusions sobre
la seva capacitat escumant. En aquest estudi, per a qualsevol concentracié de proteina
(des de 0,25 fins a 1,5 g de proteina per 50 mL de solucid) el volum d’escuma obtingut
amb solucions de plasma i clara d'ou és similar. L'explicacié d’aquestes discrepancies
pot radicar en el fet que la clara d’ou que nosaltres utilitzem com a referéncia correspon a
un producte en pols que pot haver perdut part de la seva funcionalitat en el procés de
deshidratacié; Tybor et al. (1975), en canvi, utilitzaven clara d’ou fresca. De tota manera
Raeker i Johnson (1995), obtenen resultats similars als de I'estudi de Tybor i arriben a la
conclusié que, sota les seves condicions experimentals, la capacitat escumant del
plasma és similar tant a la de la clara d’ou en pols comercial com a la de la deshidratada
per atomitzacié a partir d'ous frescos al laboratori.

Tybor et al. (1975) obtenen també que amb solucions de 1,7 g de proteina/100 mL
(concentracié de proteina optima pel que fa a volum d'escuma obtingut) les proteines
plasmatiques aillades donen, en funcié del pH, una resposta lineal. El volum d'escuma
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decreix des de 133 mL a pH 4 fins a 108 mL a pH 9,6; de Vuono et al. (1979), en canvi,
publiguen que la capacitat escumant s'incrementa en augmentar el pH des de 4 fins a 8.

Tant en el treball de Tybor et al. (1975) com en 'estudi de Raeker i Johnson (1995) es
conclou, coincidint amb els nostres resultats, que I'estabilitat de I'escuma formada amb
solucions de clara d'ou és molt superior a la de solucions de plasma. El canvi que
experimenta I'escuma de les proteines plasmatiques durant els primers deu minuts de
repos en I'estudi de Tybor et al (1975) és de tres a quatre vegades més alt que en el cas
de la clara d’ou. Una possible explicacié d'aquestes diferéncies en I'estabilitat pot radicar
en el fet que la clara d’'ou presenta una viscositat inicial molt baixa, que permet la rapida
incorporacié d'aire en el liquid, seguida d'un increment rapid de la viscositat durant
I'agitacié. L'excel-lent capacitat escumant és possiblement deguda a la seva gran facilitat
per desplegar-se i adsorbir-se en la interfase aire-aigua, per encapsular les bombolles
d'aire i per formar polimers proteina-proteina que incrementen la viscositat i estabilitzen
'escuma (Kato et al., 1990a). Malgrat que les proteines plasmatiques semblen funcionar
molt bé en les fases inicials del procés (desplegament, adsorci6 i encapsulament), potser
no sén capaces de formar els polimers proteina-proteina necessaris per proporcionar
viscositat i I'estabilitat desitjada a I'estructura.

3.3.2.4.3 Activitat emulsionant

Les propietats emulsionants son importants en moltes aplicacions alimentaries
d’ingredients proteics. Normalment s'avaluen a través de parametres com la capacitat
emulsionant, I'estabilitat de I'emulsié o I'activitat emulsionant. La capacitat emulsionant
representa la maxima quantitat d'oli emulsionada per una determinada quantitat de
proteina sota condicions especifiques. L'estabilitat de I'emulsié s’expressa normalment
com la quantitat d'oli o fase lipidica separada de I'emulsié durant un periode de temps,
sota condicions determinades de temperatura i camp gravitacional, o bé com el temps
necessari per a qué es produeixi un determinat grau de separacié de fases. L’activitat
emulsionant és una mesura de leficacia de Il'agent emulsionant basada en la
determinacid de l'area interfacial de les particules de I'emulsié.

Es va intentar determinar la capacitat emulsionant amb una técnica basada en la
utilitzacié d'un colorant lipofilic (Sudan Ill) que havia de permetre observar la inversié de
fase (oli en aigua ® aigua en oli) de I'emulsi6 obtinguda a partir de I'addicié gradual d’oli a
una dilucié del plasma. Alguns autors (Mohanty et al., 1988b; Mulvihill i Murphy, 1991;
Murphy i Fox, 1991b; Guo et al., 1996) descriuen, per emulsions a partir de caseinat
sodic, que amb la fase lipidica tenyida es pot observar el moment en qué l'oli passa de
ser la fase dispersa a ser la fase continua de I'emulsi6. Amb el nostre producte no
s’apreciava bé la inversié i no va ser possible quantificar la capacitat emulsionant amb
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aquest métode. Tanmateix, les proves ens varen permetre observar que el plasma
estabilitzava molt millor les emulsions d’aigua en oli (W/O) que les d’oli en aigua (O/W).

Es va desestimar també una teécnica basada en mesures de conductivitat electrica ja
que no es disposava d'un sistema per poder enregistrar en continu i de manera
automatitzada els canvis de conductivitat en I'emulsié que ens podien indicar la quantitat
d'oli emulsionada per la solucié proteica abans que es produis la inversié de fase.

L’habilitat d’'una proteina per contribuir a la formacié d’'una emulsié esta relacionada
amb la seva capacitat d'adsorbir i estabilitzar la interfase oli-aigua. La capacitat
emulsionant d'una proteina ha d'estar relacionada amb l'area interfacial que pot ser
recoberta per la proteina disponible; de la mateixa manera, I'estabilitat de I'emulsié ha
d’estar relacionada amb la constancia d’aquesta area interfacial. La dispersié de la llum
provocada per particules esferiques implica que hi ha una relacioé simple entre la terbolesa
i l'area interfacial d’'una emulsié (Pearce i Kinsella, 1978). Les mesures de terbolesa son
relativament facils d’obtenir mitjangcant un espectrofotometre i per aixo, tal com es descriu
en I'apartat corresponent a material i métodes, en aquest estudi s’ha utilitzat una técnica
basada en lectures espectrofotometriques per avaluar l'activitat emulsionant de les
solucions de plasma.

Es van trobar forca referéncies bibliografiques (Nakamura et al., 1984; Saito et al.,
1988; Haque i Kinsella, 1989b, Britten i Giroux, 1991; Matsudomi et al., 1995; Raeker i
Johnson, 1995) sobre la utilitzacié del metode turbidimétric, totes basades en la técnica
proposada per Pearce i Kinsella (1978).

Pearce i Kinsella (1978), a partir de les lectures turbidimetriques d’emulsions diluides,
calculaven un index d'activitat emulsionant (EAI) que definien com EAI= 2T/j C,on C és la
concentracio (p/v) de proteina en la solucié abans de I'emulsio, T és la terbolesa ij ésla
fraccié volumétrica de la fase dispersa. Els mateixos autors establien que I'EAI era un
index que semblava més directament relacionat amb el comportament practic dels
productes estudiats que els valors de capacitat emulsionant o estabilitat de I'emulsid, i
que podia servir per avaluar el potencial de les proteines per actuar com a agents
emulsionants. Com que la densitat optica de I'emulsié diluida esta directament
relacionada amb l'area interfacial (Pearce i Kinsella, 1978), en el present treball s’ha optat
per utilitzar els valors d’absorbancia directament com a index d’activitat emulsionant, tal
com s’ha fet en altres estudis (Nakamura et al., 1984).

Cal tenir en compte que el grau de dispersid de I'oli i el valor d’'EAI que s'obté es veu
afectat pel volum de I'emulsio, el tipus d’aparell emulsionant, la velocitat i la durada de
I'operacid, i el tipus i quantitat d’oli utilitzat (Tornberg i Hermansson, 1977; Pearce i
Kinsella, 1978). Per aix0 els indexs d’activitat emulsionant no s’han de considerar com a
una propietat només de les mostres analitzades sin6 del conjunt del sistema. Tanmateix,
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un cop estandarditzat el métode d’analisi els resultats s6n prou repetitius per establir
comparacions entre les diferents mostres i prou valids per evidenciar I'efecte que el
processament, I'atomitzacié en aquest cas, i el pH puguin tenir sobre aquesta propietat
funcional.

En les figures 3.11 i 3.12 es mostren els resultats de les determinacions de I'activitat
emulsionant del plasma liquid i deshidratat en funci6é del pH i de la concentracié proteica
de la solucié. En aquest estudi no s’inclou la clara d'ou com a producte de referéncia
degut a que presenta unes propietats emulsionants molt pobres (Nakamura et al., 1984) i
en la inddstria alimentaria no s'utilitza com a ingredient funcional amb aquesta finalitat.
En l'estudi de Nakamura s’obtenen uns EAI per la seroalbimina bovina i I'ovoalblimina de
31 8, respectivament, per tant una activitat emulsionant 4 vegades superior en la proteina
majoritaria del plasma que en la de la clara d’'ou. Observem també en aquests resultats i
en els daltres estudis (De Vuono et al., 1979; Caldironi i Ockerman, 1982) que les
proteines plasmatiques tenen millor capacitat emulsionant que la globina i, segons es cita
en l'article de Nakamura et al. (1984) les proteines de llavor de cotd, de soja i de llet s6n
pitiors agents emulsionants que la globina. Es pot concloure, per tant, que aquesta
propietat funcional de les proteines plasmatiques supera la de la majoria d’ingredients
funcionals proteics utilitzats en aliments.

Els resultats mostren que tant el procés tecnologic (deshidratacié per atomitzacio)
com el pH tenen poc efecte sobre I'activitat emulsionant del plasma de sang porcina. No
s’observen diferéncies importants en els valors obtinguts per plasma liquid i deshidratat.
Tybor et a. (1975) havien estudiat fins i tot I'efecte que la temperatura d’atomitzacié podia
tenir sobre aquesta propietat funcional, arribant a la conclusié que la capacitat
emulsionant es mantenia constant dins tot I'interval de temperatures estudiat (160-193°C).
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Figura 3.11. Activitat emulsionant del plasma liquid en funcié del pH i la concentracié de
proteina. Mitjanes i intervals de confianga (95%).
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Figura 3.12. Activitat emulsionant del plasma deshidratat per atomitzacié en funcié del
pH i la concentracid de proteina. Mitjanes i intervals de confianca (95%).
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S'observa en les figures 3.11 i 3.12 que l'efecte de la concentracié de proteina sobre
I'activitat emulsionant és hiperbolic, coincidint amb el comportament descrit per altres
autors i general per diferents proteines (Pearce i Kinsella, 1978; Nakamura et al., 1984).
Tybor et al. (1973) estableixen la maxima capacitat emulsionant del plasma de sang
bovina a concentracions de proteina al voltant de I'1% (p/v), mentre que en el nostre
treball el maxim s’obtindria al voltant del 0,7%, concentracié a partir de la qual un
increment de concentracié no comporta una millora de I'activitat emulsionant.

L'elevada variabilitat obtinguda, reflectida pels intervals de confianca de les mitjanes
representades en els grafics, fa que no es puguin considerar significatives les diferéncies
entre les dues mostres ni entre els diferents nivells de pH. De fet, tant en I'estudi de Tybor
et al. (1973) com en el de Nakamura et al. (1984) es constata també el poc efecte del pH
sobre aquesta propietat de les proteines plasmatiques, a diferéncia, per exemple, de la
globina que presenta valors extremadament baixos a pH proxims a 7, com a
conseqliéncia de la baixa solubilitat de la proteina al pH proper al seu punt isoeléctric. En
el cas del plasma hem vist que la solubilitat es manté a nivells alts fins i tot a valors de
pH propers al punt isoeléctric de la proteina majoritaria, la seroalbimina, fet que explicaria
també que sigui poc important I'efecte del pH sobre I'activitat emulsionant.

3.3.2.4.4 Gelificaci6 : formacio de gels per escalfament

La gelificacié ha estat descrita per Glicksman (1982) com l'associacié o enlla¢ de
llargues cadenes polimeriques mitjancant ponts creuats per originar un entramat
tridimensional continu que atrapa i immobilitza el liquid en el seu interior formant una
estructura rigida resistent al flux sota pressio. La capacitat de les proteines globulars per
formar xarxes tridimensionals resideix per tant en el desplegament de les molécules
(Kinsella i Soucie, 1989). Els canvis induits pels tractaments térmics en les proteines
alimentaries condueixen sovint al desplegament de I'estructura nativa i, si les condicions
sén apropiades, els polipéptids s'agreguen formant aquesta xarxa tridimensional que
anomenem gel. La gelificacié és doncs un fenomen en quée decreix el grau de dispersié
d’'una solucié proteica perqué les molécules desnaturalitzades s’agreguen per formar
aguesta xarxa ordenada.

La capacitat de gelificar és una propietat funcional interessant perquée els gels
proporcionen textura i un medi que permet retenir aigua, nutrients i aromes i, per tant,
juga un paper fonamental en la preparacié de molts aliments. El més conegut dels agents
gelificants proteics és la gelatina, que forma un gel reversible -gelifica a baixes
temperatures i fon a temperatures altes- al llarg de tota la gamma de pH sense necessitat
d'afegir sucres o cations metal-lics. Aquest gel no presenta sinéresi. En canvi les
proteines de la clara de l'ou tenen un comportament completament diferent, i més
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semblant a les del plasma sanguini: formen un gel irreversible per escalfament i
condicionat pel pH, la forca idnica i la preséncia d’altres substancies.

En aquest estudi hem fet una aproximacié a les caracteristiques dels gels formats per
escalfament de les proteines plasmatiques des de tres punts de vista: la seva capacitat
per retenir aigua, la seva consisténcia i la microestructura de la xarxa proteica.

Capacitat de retencié d’aigua (CRA)

En la figura 3.13 es representen les mitjanes de capacitat de retencid d'aigua dels
gels obtinguts a partir dels diferents productes i per a cada valor de pH, i es pot observar
que, en general, l'acidificacié provoca una disminucié significativa P<0,05) d'aquesta
propietat.

plasma liquid
plasma deshidratat
O clara d'ou deshidratada

CRA (% aigua retinguda)

pH

Figura 3.13. Capacitat de retenci6é d’aigua (CRA) dels gels de plasma de sang porcina
liquid i deshidratat i de clara d’ou deshidratada. Mitjanes * interval de confianca (95%).

A la taula 3.6 es presenten els resultats del test de separacié de mitjanes realitzat en
obtenir diferencies significatives (P<0,05) entre els tres productes i els diferents nivells de
pH (annex 6a). En les proteines plasmatiques, tant de plasma liquid com deshidratat,
s'observa que a pH 7,4 els gels presenten un comportament significativament millor que el
demostrat per gels a pH inferiors. La desnaturalitzaci6 acida de las proteines té, per tant,
un efecte negatiu sobre la capacitat de retenir aigua dels gels formats per escalfament.
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Els valors obtinguts i I'estudi de separacié de mitjanes mostren que les diferéncies entre
els valors de CRA a pH 5,51 4,5 sén molt petites. Aquest resultat indica que a partir de
pH 5,5 s’assoleix un minim en la capacitat de retencié d'aigua i que aquesta propietat es
veu poc modificada encara que es disminueixi més el pH.

Taula 3.6. Capacitat de retenci6 d’aigua de gels de plasma liquid, deshidratat i

clara d’ou deshidratada

CRA (% d’aigua retinguda)
pH Plasma liquid Plasma Clarad’ou
deshidratat deshidratada
7.4 40,7+ 16 Aa 410+1,4 Aa 343+1,0 Ba
6 30,3+0,5 Ab 30,2+0,7 Ab 265+1,0 Bb
5,5 240+0,8 Ac 257+0,7 Ac 16,4+ 05 Bc
4,5 23,1+22 Ac 23,3+0,7 Ad 233+1,4 Ab

Mitjana de tres mostres i I'interval de confianca (95%) de cada mitjana. Les lletres darrera els
valors indiquen els grups de mitjanes obtinguts a partir del test REGW: les lletres majlscules
diferents indiquen diferencies significatives entre mitjanes de CRA dels tres productes per
cada nivell de pH i les lletres minUscules, diferéncies significatives en la CRA a diferents pH.

Les diferencies que s’observen en la taula 3.6 entre els valors corresponents al plasma
liquid (A) respecte als del plasma deshidratat (B) no sén significatives (P>0,05) per cap
dels valors de pH. La interaccié pH/producte tampoc és significativa i aixd ens indica que
el pH afecta de la mateixa manera els dos tipus de productes. D’aqui podem deduir que
les modificacions estructurals de les proteines plasmatiques degudes al procés
d’atomitzacid, intuides en I'analisi térmica, no es tradueixen en una variacid significativa
de la capacitat de retencié d'aigua dels gels formats a partir de plasma deshidratat. Per
tant, 'assecament del producte per atomitzaci6é seria un procés tecnologic recomanable
perqué permet obtenir un producte més estable sense afectar negativament aquesta
propietat funcional de les proteines.

Per altra part, les diferencies entre la capacitat de retencié d’aigua dels gels formats a
partir de plasma porci i clara d’ou si sén significatives. La capacitat de retencié d’aigua
dels gels de plasma és superior a la mostrada per gels de clara d’ou pels tres valors de
pH més alts (7,4; 6 i 55) i del mateix ordre en el cas de solucions a pH 4,5. El
comportament de la CRA del gels de clara d’ou en funcié del pH també és diferent de
I'observat en proteines plasmatiques ja que presenta un minim a pH 5,5, amb valors de
CRA molt petits i que milloren en disminuir el pH a 4,5. Aquest és el motiu pel qual déna
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significativa la interacci6 entre producte i pH quan, en I'andlisi de la variancia, s'inclou la
clara d'ou deshidratada (Annex 6a).

Microestructura

A continuacié (figures 3.14 i 3.15) es mostren les micrografies obtingudes en
I'observacio mitjangant microscopi electronic de rastreig (SEM) dels gels de plasma liquid
i plasma deshidratat en dissoluci6 amb el mateix extracte sec que el plasma liquid, en
diferents condicions de pH.

Les micrografies mostren estructures formades per agregats de proteina esférics,
densament empaquetats. Les observacions fetes en mostres de caracteristiques
identiques han estat sempre molt similars i han confirmat la reproducibilitat del métode.
Malgrat que les micrografies no permeten distingir porus de forma regular, si que
s'observen certes diferéncies en la matriu proteica de cadascuna de les mostres en
diferents condicions de pH. S'aprecia una pérdua progressiva d’homogeneitat de
'estructura a mesura que disminueix el pH i les esquerdes i espais buits sén cada
vegada relativament més grans. Aquest efecte és molt clar si es comparen les mostres a
pH 7,4 i pH 6 i potser menys apreciable per valors de pH inferiors a 6. Aquestes
modificacions estructurals podrien explicar la disminucié de la capacitat de retencid
d'aigua observada en els gels en augmentar l'acidesa i coincidirien amb els resultats
d’altres estudis (Hermansson, 1982; Wang i Smith, 1992).

No s’han observat diferéncies en l'estructura microscopica dels gels procedents de
plasma liquid i deshidratat que corroborin el possible canvi conformacional de les
proteines durant l'assecament, a diferencia del qué semblava deduir-se de l'analisi
calorimétrica de les mostres (apartat 3.3.2.3).
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a)pH 7,4 b) pH 6,0
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Figura 3.14. Micrografies (SEM) de gels de plasma liquid.
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c) pH 5,5 d) pH 4,5

15 [TI0]

11 i

1agaa

—
1 v

Figura 3.15. Micrografies (SEM) de gels de plasma deshidratat.
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Textura: resisténcia a la penetracié

En la taula segiient es mostren els valors de les determinacions texturals realitzades
sobre gels obtinguts a partir de plasma liquid i solucions al 10% de plasma atomitzat: la
forca i el treball de penetracié realitzat per una sonda cilindrica en penetrar els gels a una
velocitat de 0,1 mm/s fins a una fondaria de 4 mm. Els resultats ens permeten quantificar,
amb una mesura objectiva, la fermesa del gels.

Taula 3.7. Forca i treball de penetracié en gels de plasma liquid i plasma
atomitzat ®

Plasma liquid Plasma deshidratat
pH Forca (N) Treball (x107° J) Forca (N) Treball (x107° J)
74 | 1,34+0,18 Aa | 2,63%0,31 Aa 0,91 £ 0,18 Ab 1,98 £ 0,34 Ab
6,0 [ 0,64+0,05Ba | 1,37 +0,09 Ba 0,44 £ 0,05 Bb 1,14+ 0,12 Bb
55 | 048+0,05Ca | 1,10+0,06 Ca 0,33+ 0,05 Chb 0,90 £ 0,12 Bb
4,5 | 0,14+0,02Da | 0,39 +0,04 Da 0,13 £ 0,01 Da 0,34 + 0,04 Ca

% Mitjana de totes les determinacions (6 per a cada pH) (mitjana + int. conf. 95%).b Les lletres
diferents indiquen diferéncies significatives en el test de Tukey-Kramer, les lletres minUscules
diferencies entre productes i les majuscules entre pH.

En aquesta taula podem observar que els gels de proteines plasmatiques perden
consisténcia a mesura que disminueix el pH. L'analisi estadistica de les dades (Annex
6b) mostra que les diferéncies entre els diferents nivells d’'acidesa son significatives
(P<0,05) i permet separar quatre grups de mitjanes, tant en el cas de gels de plasma
liquid com en els de plasma deshidratat. Aquest efecte del pH sobre les caracteristiques
texturals coincideix amb les observacions que s’havien fet sobre la capacitat de retencid
d'aigua d’aquests mateixos gels.

Observem també que la resisténcia a la penetracié dels gels preparats amb plasma
deshidratat és inferior a la dels preparats amb plasma liquid per a qualsevol dels valors de
pH. Aixdo implicaria que les petites modificacions degudes al pocés de deshidratacio
observades en I'estudi calorimétric (desplagcament de la temperatura de desnaturalitzacioé
cap a valors lleugerament més elevats) indueixen una péerdua de fermesa en els gels
obtinguts a partir de plasma deshidratat. Segons el test de Tukey-Kramer les diferéncies
entre els dos tipus de productes soén significatives a pH 7,4, 6 i 5,5 perd no a pH 4,5. A
aquest valor d’acidesa la consisténcia dels gels és extremadament baixa en els dos tipus
de producte i les diferéncies entre ells s6n minimes.
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Aquests resultats no es correlacionen amb les observacions per SEM de la
microestructura dels gels, ni amb els obtinguts en l'estudi de la capacitat de retencié
d’aigua, on no s’havia constatat cap diferéncia entre els dos tipus de gels. De tota manera
en un altre estudi realitzat també sobre gels de proteines plasmatiques (Hermansson,
1982) s’havien observat també canvis texturals a pH alcali que no es correlacionaven amb
la capacitat de retencié d'aigua. El fet que existeixin canvis entre la textura de les
mostres de plasma liquid i les de plasma deshidratat perd no en la seva capacitat per
retenir aigua pot indicar que els canvis que provoca el procés de deshidratacié afecten els
punts d'unié proteina-proteina de manera més important que els punts dunié proteina-
aigua.

En la figura 3.16 es representa com varia la forca de penetracié dels gels de plasma
de sang de porc i els de clara d'ou deshidratada. La variacié del treball de penetracié en
funcié del pH és practicament idéntica a la de la for¢ca de penetracio, tal com es pot
observar en la taula 3.7 (per aix0 no s’ha representat graficament).

16T —e— plasma liquid

14 1 —=— plasma deshidratat

—a— clara d'ou deshidratada

Forca (N)

pH

Figura 3.16. Forca de penetracio dels gels de plasma de sang de porc liquid i deshidratat
i de la clara d’ou en funcié del pH. Mitjana + interval de confianca (95%).
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Podem observar com el comportament dels gels de clara d'ou és diferent del que
presenten els gels de proteines plasmatiques. A mesura que disminueix el pH des de
valors de 7,4 fins a valors de 5,5 disminueix també la fermesa dels gels de clara d'ou,
perd en aquest producte els gels més consistents sén els de pH 4,5. Aquestes
observacions mantenen certa correlacio amb les que s’havien fet pel cas de la capacitat
de retenci6 d'aigua, on també s’havia obtingut un augment d’aquesta propietat en els gels
a pH més baix en relaci6 amb els de pH 5,5. De tota manera, en aquest cas a pH 4,5
s’obté un gel fins i tot més consistent que I'aconseguit a pH 7,4, cosa que no passava
amb la capacitat de retencié d’'aigua. L'analisi estadistica dels resultats obtinguts per a
cada valor de pH en la clara d'ou separa clarament quatre grups de mitjanes, tant en el
cas de la forca com en el del treball de penetracio.

El tractament estadistic per determinar diferéncies entre productes per a cadascun
dels nivells de pH mostra que la fermesa dels gels de clara d’ou a pH 7,4 no difereix
significativament dels del plasma deshidratat, que als valors de pH intermitjos (pH 5,5 i 6)
té unes caracteristiques de resisténcia practicament idéntiques a les dels gels de plasma
liquid i que a pH acid (4,5) s'allunya completament del comportament que presentaven
tant els gels de plasma liquid com deshidratat. De fet en la clara d'ou a pH 4,5 s’observa
un canvi important en l'estructura de les mostres escalfades, que passen de tenir un
comportament elastic (a pH 7,4, 6 i 5,5) a ser més semblants a un producte plastic. Aixo
indica que l'acidificacié ha provocat una reordenacié molecular que, segons els resultats
d’aquest treball, afecta tant la resisténcia a la penetracié com la capacitat de retencid
d’'aigua dels gels.

Les variacions relacionades amb el pH, observades en les propietats funcionals dels
gels obtinguts amb plasma de sang de porc, ja sigui liquid o deshidratat, indiquen que el
plasma sera uatil com a ingredient funcional a pH neutre o lleugerament acid ja que
proporciona gels amb unes caracteristiques de textura i de CRA iguals o superiors a les
gue presenten els gels de clara d'ou. El plasma, a diferéncia de les proteines de I'ou, no
sera pero un bon ingredient gelificant ni amb capacitat de retencié d'aigua en productes
amb pH per sota de 5,5, ja que ambdues propietats es veuen negativament afectades pel
canvi d’estructura que comporta I'acidificacio.
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3.3.3 Estabilitat del plasma deshidratat

En la figura segiient es mostren els resultats de les determinacions de solubilitat (a
pH acid i a pH neutre) i de la variacié d’entalpia, calculada a partir dels pics endotérmics
de les corbes DSC, de diferents mostres de plasma atomitzat que difereixen en el temps
que s’han mantingut emmagatzemades a temperatura ambient.
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Figura 3.17. Evolucié de la solubilitat proteica i I'estabilitat térmica del plasma
deshidratat emmagatzemat a temperatura ambient.

Els resultats mostren que es produeix una clara pérdua de solubilitat de la fraccio
proteica, apreciable sobretot a partir del cinqué mes d’'emmagatzematge i forca més
accentuada a pH acid, acompanyada a més d'una disminucié progressiva durant aquest
periode del valor d’entalpia. S'observa, doncs, que la mostra de plasma deshidratat per
atomitzacié no presenta |'estabilitat que caldria esperar en un producte en pols amb una
activitat d'aigua tan baixa ja que no manté la seva funcionalitat.

La disminucié en I'entalpia de transicié durant els primers mesos d’emmagatzematge
feia sospitar que es produien modificacions estructurals de les proteines. Probablement
un desplegament que implicava trencament de ponts d’hidrogen intramoleculars i que
seria el responsable que I'energia absorbida durant I'escalfament en I'analisi calorimétrica
fos inferior al que es detectava inicialment, quan la proteina encara presentava el seu
estat natiu.
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Donat que els baixos valors d’activitat d’aigua haurien d’inhibir I'activitat microbiana i
dificultar o alentir qualsevol procés de degradacié enzimatica, sembla que aquest
desplegament s’hauria d’explicar més aviat com a conseqiiéncia de [|'establiment
d’interaccions intermoleculars afavorides per I'elevada concentracié proteica present en el
plasma deshidratat.

Es dificil interpretar I'increment en el valor d’entalpia del pic de transicié que es déna al
seté mes d’emmagatzematge. Una possible explicacié podria ser que en aquest moment
les interaccions proteina-proteina comporten la formacié d’una estructura prou estable que
requereix incrementar I'energia necessaria per provocar la fusioé durant I'escalfament.

Per tal d'obviar I'efecte de la variabilitat inicial del producte -ja que les mostres
analitzades pertanyien a sang recollida i processada en dies diferents- i també per tal
d’establir quines sén les propietats funcionals que es veuen afectades per aquests canvis
durant 'emmagatzematge, es va procedir a fer un estudi de l'evolucié d'una mateixa
mostra durant un periode de sis mesos, al llarg dels quals es van realitzar estudis de la
variaci6 en parametres fisico-quimics (humitat i estabilitat termica), microbiologics
(recomptes generals de bacteris mesofils i psicrotrofs) i propietats funcionals (solubilitat,
capacitat escumant i caracteristiques dels gels obtinguts per escalfament) de la mostra
mantinguda a temperatura ambient. Es va realitzar un estudi paral-lel amb una mostra
mantinguda en refrigeracié per constatar I'efecte que podia tenir la temperatura sobre
I'evolucié dels canvis que es donaven en el producte durant 'emmagatzematge.

3.3.3.1 Humitat

En la figura 3.18 es mostra quina va ser I'evolucié del contingut d’humitat del producte
al llarg dels sis mesos destudi per a cadascuna de les dues condicions
d’emmagatzematge. La humitat és un parametre important a determinar en un producte
en pols ja que un lleuger increment durant 'emmagatzematge pot comportar variacions
significatives en els valors d’activitat d’aigua i per tant pot modificar la seva estabilitat
enfront de la degradacié bacteriana o enzimatica.

S’observa que la humitat de les mostres presenta un lleuger increment des de valors
inicials de l'ordre d’'un 9 % fins a valors finals de 10,511,5 %.

L’evolucié de les dues mostres emmagatzemades a diferent temperatura ha estat
practicament la mateixa: s’ha donat I'increment principal de manera progressiva durant
els tres primers mesos de conservacio i després s’ha estabilitzat el percentatge d’humitat
en valors propers a I'11%. No s'observen diferéncies importants en cap dels valors
obtinguts; Unicament en I'Gltim mes obtenim valors d’humitat un punt superiors en la
mostra conservada en refrigeracid, explicables potser pel grau més elevat d’humitat
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relativa de l'ambient d’'emmagatzematge en la nevera, perque la baixa temperatura
provoca una disminucié d'a, que fa que es pugui produir rehidratacié a valors d’humitat
relativa més baixos, o perqué la refrigeracio facilita que es produeixin condensacions dins
el recipient. L'increment inicial pot ésser degut a que la mostra ha fixat vapor d'aigua de
I'ambient fins assolir les condicions d’equilibri amb I'atmosfera de l'interior del recipient on
estava envasat.
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Figura 3.18. Evolucié durant sis mesos del contingut d’humitat (%) de les mostres de
plasma deshidratat mantingut en diferents condicions d’emmagatzematge. Les barres
d’error indiquen l'interval de confianca (95%) de la mitjana.

Segons les isotermes d'adsorcid del plasma deshidratat (Toldra, 1998; dades no
publicades) aquests continguts d’humitat del producte asseguren uns valors d'activitat
d'aigua inferiors a 0,3-0,4 durant tot el periode, que sén suficients per protegir el producte
de possibles degradacions microbianes i enzimatiques, les quals es troben limitades per
aguesta baixa disponibilitat d’aigua. Les Uniques reaccions degradatives que es podrien
donar a aquests valors d'a, serien reaccions d'oxidacié autocatalitica dels greixos i
alguns processos de lipdlisi, tot i que aquest Ultims a una taxa molt baixa.
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3.3.3.2 Analisi calorimetrica (DSC)

En les figures segients (3.19 i 3.20) es representa I'evolucié dels parametres
calorimétrics obtinguts a partir de les analisis DSC realitzades mensualment en les
mostres mantingudes a les dues temperatures de conservacio.
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Figura 3.19. Evolucié de I'entalpia de transicié durant I'escalfament de 30 a 100°C de les
proteines de plasma deshidratat mantingut en diferents condicions d’emmagatzematge.
Els resultats estan referits a gram d’extracte sec de les mostres analitzades. Les barres
d’error indiquen l'interval de confianca (95%) de la mitjana.

Els resultats d’aquest estudi confirmen I'evolucid, durant els sis primers mesos
d’emmagatzematge, dels valors de I'entalpia de transici6 de les proteines del plasma
deshidratat que ja s’havien observat en l'estudi anterior, realitzat a partir de mostres
diferents.

El valor d’aquest parametre disminueix significativament durant els tres primers mesos
d’'emmagatzematge i s'estabilitza a valors que corresponen a una tercera part de
I'entalpia calculada pel plasma liquid i pel plasma recentment deshidratat.

No s’observen diferéncies en I'evolucié d'aquest parametre relatives a la temperatura
de conservacio, ja que els dos lots estudiats es comporten de manera practicament
idéntica. Aquest fet ens fa sospitar que les modificacions estructurals de les proteines
plasmatiques que haviem deduit a partir de I'estudi previ es donen també a baixes
temperatures de conservacio, i aixo ens fa esperar, d’entrada, unes modificacions similars
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en les propietats funcionals del producte tant si es conserva a temperatura ambient com
en refrigeracio.

D’altra banda, cal dir que s’ha confirmat també I'increment d’entalpia de transicié que
es dona a partir del sete mes d'emmagatzematge, igual per qualsevol de les dues
condicions de conservacio. Malgrat que el valor del parametre calculat pel seté mes no es
mostra en la figura, I'entalpia calculada va ser de I'ordre de 5 J/g d'extracte sec pels dos
lots objecte d’estudi.

Pel que fa a la temperatura de desnaturalitzacié Figura 3.20) veiem que augmenta
lleugerament i progressiva fins al tercer mes d’emmagatzematge i després es manté forca
estable amb valors al voltant dels 80°C, que correspondria a la temperatura de
desnaturalitzacié de la proteina majoritaria del plasma, la seroalbimina. Raeker i Johnson
(1995) publiquen valors de temperatura de desnaturalitzacié per la seroalbimina de 78,8 +
0,2°C.
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Figura 3.20. Evoluci6 de la temperatura de desnaturalitzacié de les proteines de plasma
deshidratat mantingut en diferents condicions d’emmagatzematge. Les barres d’error
indiquen l'interval de confianca (95%) de la mitjana.
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3.3.3.3 Recomptes microbioldgics

En les figures 3.21 i 3.22 es mostra l'evolucié dels recomptes microbiologics de
bacteris aerdbics mesofils i psicrotrofs, respectivament, en el plasma deshidratat per
atomitzacio, al llarg del periode estudiat i per cadascuna de les dues temperatures de
conservacio.
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Figura 3.21. Evolucié dels recomptes de bacteris aerobics mesofils en mostres de
plasma deshidratat mantingut en diferents condicions d’emmagatzematge. Les barres
d’error indiquen l'interval de confianca (95%) de la mitjana.

En aquest grafic s'evidencia una clara disminuci6 de la carrega microbiana
contaminant mesofila durant I'emmagatzematge del producte a temperatura ambient,
mentre que en condicions de refrigeracié és molt menys important. En el cas de les
mostres no refrigerades, els recomptes es redueixen des de valors inicials de 10°-10°
ufc/g fins a 10-10% ufc/g, és a dir la carrega de bacteris mesofils disminueix, en sis mesos
d’emmagatzematge, al voltant de 4 unitats logaritmiques. Per contra, en les mostres
mantingudes a baixa temperatura i durant el mateix periode, aquesta disminucié és
només d’'una unitat logaritmica, reduccié que a temperatura ambient s’havia assolit ja el
segon mes de conservacio.

Amb aquests resultats constatem no només que la baixa disponibilitat d’aigua del
producte impedeix la proliferacié6 microbiana siné que, a més, els bacteris contaminants
presents inicialment en el plasma en pols es van morint durant I'estocatge. La causa de
la mortalitat observada és probablement la plasmolisi deguda a la deshidratacié que
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pateixen les cél-lules en trobar-se en un medi hipertdnic com és el plasma deshidratat
(amb una concentracié de soluts molt més elevada que la del contingut intracel-lular).

A temperatura de refrigeracié s’observa també certa mortalitat tot i que a una velocitat
molt més lenta, probablement perqué les baixes temperatures alteren la permeabilitat de
la membrana cel-lular i potser la sortida de l'aigua es déna més poc a poc, de manera
que s’endarrereix la plasmalisi i, per tant, la mort del bacteri.
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Figura 3.22. Evolucié dels recomptes de bacteris aerdbics psicrotrofs en mostres de
plasma deshidratat mantingut en diferents condicions d’emmagatzematge. Les barres
d’error indiquen l'interval de confianga (95%) de la mitjana.

Pel que fa als recomptes de bacteris aerdbics psicrotrofs cal comentar que I'evolucio
ha consistit també en una disminucié progressiva i molt important, ja que en les dues
condicions d’emmagatzematge els recomptes han estat practicament indetectables a
partir del tercer mes d’estudi. Fins a aquest moment els nivells d’aquest grup de bacteris
es mantenien en valors de 10°-10* ufc/g en el cas de les mostres conservades en
refrigeraci6, mentre que en les de temperatura ambient la disminuci6 era més
accentuada, de 'ordre d’una unitat logaritmica per mes.

Atribuim la reducci6 en aquest grup de bacteris a les causes comentades
anteriorment pel cas dels microorganismes mesofils, és a dir processos de plasmalisi
cel-lular deguts a la deshidrataci6. Potser en els recomptes de microorganismes
psicrotrofs I'efecte retardant del procés degut a les baixes temperatures no ha quedat tan
palés com en el dels mesofils. La mortalitat d’aquest grup s’ha donat amb la mateixa
intensitat tant a temperatura ambient com en refrigeracio. Aixd es podria explicar pel fet
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gue els microorganismes psicrotrofs estan millor adaptats que els mesofils a les
temperatures de refrigeracié i sén capacos de mantenir-se funcionalment actius. Els
bacteris psicrotrofs presenten modificacions induides per les baixes temperatures -entre
d'altres un increment en la concentracié d'acids grassos insaturats i la consegiient
disminucié del punt de fusié dels lipids de membrana- que els permeten conservar la
fluidesa de la membrana citoplasmatica i els processos d’intercanvi amb el medi. Aquests
avantatges relatius dels microorganismes psicrotrofs respecte als mesofils quan es troben
en medis sense restriccions en la disponibilitat d’aigua no suposarien cap avantatge en
aquest cas, donat que els bacteris moririen per dessecacié pel fet d’estar en un ambient
hipertonic.

3.3.3.4 Propietats funcionals

3.3.3.4.1 Solubilitat

La figura 3.23 mostra I'evolucié en el decurs de sis mesos d'aquesta propietat en
mostres emmagatzemades a temperatura ambient. Els resultats s’expressen en forma de
percentatge de proteina soluble respecte al contingut de proteina total. Es pot observar
gue la solubilitat a pH neutre es manté en valors alts -superiors al 90%- durant els cinc
primers mesos d’emmagatzematge i que pateix una disminucié important, fins a valors
del 84% al sisé mes. Aquesta disminucié coincideix amb la que ja havia estat observada
en l'estudi de mostres amb diferent grau d'envelliment, tot i que en aquell cas una
reduccié de solubilitat d’aquesta magnitud s’apreciava ja als quatre mesos i mig i als sis
mesos era encara mes accentuada. La perdua de solubilitat a pH acid és més important,
coincidint també amb les dades de I'estudi esmentat anteriorment, i s'observa ja a partir
del tercer-quart mes d’emmagatzematge. Els valors de solubilitat de I'Gltim mes sén de
I'ordre del 70%.
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Figura 3.23. Evoluci6 de la solubilitat del plasma deshidratat emmagatzemat a
temperatura ambient.

Les dades experimentals obtingudes es poden correlacionar bé amb observacions
empirigues sobre la facilitat de reconstituci6 del producte en pols i sobre les
caracteristiques de viscositat i homogeneitat de la solucié aconseguida. A partir del quart
mes d’emmagatzematge el plasma deshidratat mantingut a temperatura ambient
comenga a presentar dificultats de reconstitucié i el resultat final és una solucié més
viscosa, transllcida, més fosca i amb grumolls (poc homogénia), en comparacié amb les
caracteristiques de la solucié obtinguda en els primers mesos d’'estudi.

Donat que, com hem vist, no es pot atribuir aguesta perdua de solubilitat a processos
de degradacié enzimatica endogens o d'origen bacteria, pels restrictius valors d’a,,
pensem que podria ser consequéncia de fenomens de redistribuci6 de les molécules que
es donen degut a I'increment de concentracié de proteina i la poca disponibilitat d'aigua
lliure que comporta la deshidratacié. Amb el temps es poden haver establert interaccions
hidrofobiques entre grups no-polars (Val, Leu, lle, Phe) de diferents molécules proteiques.
Degut a que l'efecte hidrofobic és la forca més important en el plegament de les
proteines, qualsevol factor que l'afecti pot alterar també la tendéncia de la proteina a
trobar-se en estat plegat o desplegat (Dickinson i McClements, 1995). Es possible que
durant els primers mesos d’emmagatzematge s’hagi anat produint un desplegament
gradual pero que en aquests primers estadis les interaccions hidrofobiques entre regions
no-polars de diferents proteines no fossin suficientment fortes per iniciar I'agregacié. Fins
que el desplegament no arriba a ser molt estés, probablement a partir del quart mes
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d’emmagatzematge, no s'afavoreix I'agregacio i no s'observen els seus efectes sobre la
solubilitat.

També cal tenir present que la deshidratacié per atomitzacié comporta un increment
en el pH del plasma des de valors al voltant de pH neutre (7,4 en el plasma liquid decantat
després de la centrifugacio) fins a valors de pH de 9,2-9,3 en la pols reconstituida.
L'explicacié d'aquest procés d’alcalinitzacio es troba en el fet que el tampé responsable
del manteniment del pH sanguini és el sistema carbonic-carbonat:

- +
C02 + Hzo « HzCO3 « HC03 +H

L’eliminacié d'aigua provoca el desplagcament de I'equilibri de les reaccions cap a
I'esquerra (formacié de carbonat, aigua i dioxid de carboni que s’allibera a I'atmosfera)
amb la consegtuient disminucié de protons en el medi i per tant, alcalinitzacio.

La cisteina, que és un aminoacid comu en les proteines globulars (Kinsella, 1982,
citat per Dickinson i McClements, 1995) presenta un grup tiol ¢SH) capac¢ de formar
ponts disulfur (S-S-) amb altres grups tiol en una reaccié d’oxidacié. Aquests ponts
disulfur poden ser intramoleculars -i ajudar a estabilitzar I'estructura de la proteina contra
el desplegament- o intermoleculars. El pK del grup -SH de la cisteina esta al voltant de
8,3 i, per tant, als valors de pH del plasma deshidratat, predomina la forma ionitzada (-S-)
capagc d'interaccionar amb ponts disulfur per desplacament nucleofilic:

PROTEINA-S-S-PROTEINA’ + R-S ® PROTEINA-S + R-S-S-PROTEINA’
El grup RS pot ser de la mateixa o d’'una altra molécula de proteina, o fins i tot
d’altres espécies quimiques.

Aquests intercanvis tiol-disulfur o oxidacions de grups tiol lliures poden dterar un
nombre important d’atributs de les proteines i influir les seves propietats funcionals: la
propensié de les molécules a desplegar-se, el grau de flexibilitat molecular i I'extensié de
la formacié de ponts disulfur intermoleculars (Dickinson i McClements, 1995).

En el cas del plasma deshidratat mantingut en condicions de refrigeracid observem
una evolucio de la solubilitat completament diferent, tal com es mostra en la figura 3.24.
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Figura 3.24. Evolucié de la solubilitat del plasma deshidratat emmagatzemat en
refrigeracié.

En aquestes condicions, la solubilitat de les proteines plasmatiques es manté durant
els sis mesos d’emmagatzematge en valors superiors o propers al 90 %, tant a pH acid
com a pH neutre. A més, no s’aprecien canvis en l'aspecte de les solucions que
s’obtenen a partir d’aquestes mostres i la facilitat de reconstitucié del producte es manté
durant tot el periode d’'estudi. Hem comprovat que les mostres refrigerades conserven
I'elevada solubilitat inicial, la facilitat de dispersié de les particules en aigua i la formacio
d'una soluci®6 macroscopicament homogeénia fins i tot al cap de 15 mesos
d'emmagatzematge. Aquests fets ens fan esperar que les propietats funcionals
relacionades amb l'activitat superficial siguin també millors que en les mostres envellides
a temperatura ambient.

Malgrat que en l'analisi calorimétrica no s’hagin apreciat diferéncies entre les dues
condicions d’emmagatzematge en els valors dentalpia global dels processos de
desnaturalitzaci6 i gelificacid que es donen durant I'escalfament, aquest comportament
diferencial pel que fa a la solubilitat de mostres conservades a temperatures diferents fa
pensar que les modificacions estructurals que pateixen les proteines plasmatiques durant
'emmagatzematge depenen de la temperatura de conservacio.

En el cas de les mostres no refrigerades, la desnaturalitzaci6-agregacié que es
produeix durant 'emmagatzematge, és a dir el desplegament i les interaccions proteina-
proteina que s'estableixen amb el temps, dificulten les interaccions proteina-solvent i
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provoquen insolubilitzacié, fenomen que no s’observa en les mostres mantingudes a la
nevera.

3.3.3.4.2 Capacitat escumant i estabilitat de I'escuma

En aquest apartat es mostren els resultats de b variacié de la capacitat de formar
escuma i de l'estabilitat de I'escuma aconseguida per agitacid d’'una solucié de les
mostres emmagatzemades en les dues condicions de I'estudi.

Observem tant en la figura 3.25 (emmagatzematge a temperatura ambient) com en la
figura 3.26 (emmagatzematge en refrigeracid) que el volum d’escuma obtingut en I'agitacio
és cada vegada una mica menor que en la determinacié anterior. Per tant, es pot intuir
una tendéncia de la capacitat escumant a anar disminuint amb el temps. No s'observa la
correlacié positiva que s’esperava entre el comportament d’aquesta propietat de superficie
i el de la solubilitat, ja que la primera no es veu afectada per la temperatura
d’emmagatzematge del producte a diferéncia de la solubilitat. La reduccié de capacitat
escumant provocada per I'envelliment es produeix en totes les mostres independentment
de la temperatura d’emmagatzematge.

La cinética de reduccio del volum d’escuma en dues hores és similar en els sis mesos
d’emmagatzematge i per totes dues mostres, les mantingudes en refrigeracio i les de
temperatura ambient. S’han obtingut reduccions de volum de I'ordre del 80%, més rapides
durant la primera hora de seguiment de I'escuma i a una taxa més suau la resta del
periode.
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Figura 3.25. Evolucio al llarg de sis mesos de la capacitat escumant i de I'estabilitat de
'escuma obtinguda amb solucions al 0,5 % (p/v) de plasma atomitzat mantingut a
temperatura ambient.
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Figura 3.26. Evolucio al llarg de sis mesos de la capacitat escumant i de I'estabilitat de
'escuma obtinguda amb solucions al 0,5 % (p/v) de plasma atomitzat mantingut a
temperatura de refrigeracio.
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S’ha fet una regressié no lineal per ajustar les dades a una corba exponencial negativa
i poder comparar les mostres corresponents als diferents mesos d’emmagatzematge.
S'ha utilitzat la funcié E=E.e™, on E representa el volum d’escuma en un temps t, E; el
volum d’escuma inicial i -k la taxa de desaparicié de I'escuma. S’ha comprovat (annex 7)
que la E, disminueix amb el temps i que el valor de k és del mateix ordre per totes les
mostres, tant en les de temperatura ambient (k=0,0118 + 0,0009) com en les que es
mantenen en refrigeracio (k=0,0121 + 0,0011) es manté constant durant els sis mesos
d'emmagatzematge. Aixi doncs, es confima que el temps demmagatzematge
disminueix la capacitat escumant perd no té cap efecte sobre I'estabilitat de I'escuma
obtinguda.

3.3.3.4.3 Capacitat de gelificacié per escalfament: resisténcia a la penetracié
dels gels

En les figures 3.27 i 3.28 es representa 'evolucié durant el periode d’'emmagatzematge
dels parametres obtinguts a partir del test de penetracid realitzat sobre els gels formats
per escalfament de solucions al 10% del plasma deshidratat: la forca i el treball de
penetracio realitzat per una sonda cilindrica en penetrar els gels a una velocitat de 0,1
mm/s fins a una fondaria de 4 mm. Obtenim aixi una mesura de la fermesa dels gels,
que, igual que en el cas de la solubilitat, pot matisar-se amb observacions empiriques.

Podem observar com I'emmagatzematge a temperatura ambient del plasma
deshidratat comporta una péerdua de consisténcia considerable en els gels que s’obtenen
per escalfament. -els valors de resisténcia a la penetracié sén entre quatre i cinc vegades
inferiors al final de I'estudi- que no es detecta en els gels obtinguts a partir de plasma
mantingut en refrigeracio.
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Figura 3.27. Evolucié de la forca de penetracié en gels de solucions al 10 % de plasma
atomitzat mantingut a temperatura ambient i en refrigeraci6. Les barres d'error
representen l'interval de confianga (95%) de la mitjana.
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Figura 3.28. Evolucié del treball penetracid en gels de solucions al 10 % de plasma
atomitzat mantingut a temperatura ambient i en refrigeraci6. Les barres d'error
representen l'interval de confianga (95%) de la mitjana.
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La caiguda més espectacular es dona entre el cinque i el sise mes destudi i
coincideix amb el moment en qué es produeix també la perdua més important de
solubilitat en aquesta mateixa mostra. En aquest cas, doncs, si que existeix correlacié
entre el grau de solubilitat de les proteines del plasma i aquesta propietat, ja que el
comportament d'ambdues es veu modificat per la temperatura de conservacié de la
mateixa manera. Les mostres emmagatzemades en refrigeraci6 mantenen les
caracteristiques de solubilitat i gelificacié durant tot el periode d’estudi.

Les observacions empirigues han permeés comprovar que els gels del plasma no
refrigerat perden progressivament la seva capacitat de retencid d'aigua i que, a partir del
cinqué mes, el gel obtingut no és capac de retenir tota I'aigua de la soluci6 i presenta
sinéresi. Aquests fenomens no s’han observat en els gels de plasma refrigerat.
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3.4 SINTESI

Les condicions de deshidratacié per atomitzacié que s’han considerat adequades per
processar el plasma amb I'equip a escala de laboratori del qual es disposa han estat: flux
d’aire: 64 ni/h, pressié del compressor: 2 bar, temperatura d’entrada de l'aire: 180°C;
temperatura de sortida de I'aire < 80°C; cabal d'alimentacié del producte: 800 mL/h. En
aquestes condicions s’optimitzava el rendiment, s’obtenia un producte suficientment
deshidratat, amb una a,<0,4 que permetia suposar una bona estabilitat i no es provocava
un efecte desnaturalitzador important sobre la fraccié proteica.

El fet que algunes mostres analitzades presentessin nivells detectables de
determinats residus (sulfonamides i corticosteroides), ens fa plantejar la necessitat
d’estudiar un nombre més representatiu de mostres i confirmar la seva preséncia i la
freqiiéncia amb qué es detecten. Caldria incloure en aquest estudi determinacions
d’alguns pesticides. Es recomanable també dur aterme un estudi de les substancies
responsables de I'aroma per tal d'avaluar I'impacte que el plasma pot suposar, en aquest
sentit, quan s'utilitzi com a ingredient d’algun aliment.

La qualitat microbiologica del producte en pols reflecteix I'elevada contaminacié que
contenia la materia primera utilitzada, tot i que la deshidrataci6 per atomitzacié ha
comportat la reduccid en una unitat logaritmica de la carrega contaminant. S’ha
considerat que aquesta reduccié ha estat deguda a la mortalitat dels microorganismes
provocada pel procés tecnologic, perd caldria comprovar si la deshidratacié fa que es
formin agregacions cel-lulars i, si fos aixi, en quin grau contribueixen a la disminuci6é
observada en els recomptes. Els recomptes generals d’una solucié de la pols amb el
mateix extracte sec que el plasma de partida han estat superiors a valors de 10* ufc/mL.
Aquests recomptes sén encara preocupants i més tenint en compte que s’ha evidenciat
la presencia de toxines estafilocociques en algunes mostres.

L'avaluacié de les propietats funcionals del producte deshidratat en relacié a les que
presentava el plasma liquid ens ha permés comprovar que: (1) El procés de deshidratacié
no ha afectat la solubilitat de les proteines. Aix0, junt amb el fet que no s’obtinguin
diferencies significatives en I'analisi calorimétrica de mostres liquides o deshidratades,
permet concloure que el procés no provoca desnaturalitzacio proteica. (2) No s’observen
efectes negatius del procés tecnologic sobre la capacitat escumant ni en I'activitat
emulsionant de les proteines plasmatiques, dues propietats funcionals que possibiliten
I'aplicacié del plasma amb aquestes finalitats en I'elaboracié de determinats aliments. (3)
La deshidratacié tampoc perjudica de manera important les caracteristiques dels gels que
s’obtenen per escalfament, ja que els gels obtinguts a partir del plasma liquid i del plasma
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deshidratat presenten la mateixa capacitat de retencié d'aigua i no s'observen diferéncies
en la microestructura de la xarxa proteica d’ambdds tipus de gel. Tanmateix, els que
s’obtenen a partir del producte en pols mostren una menor resisténcia a la penetracio.

L’activitat emulsionant del plasma no ha mostrat dependéncia del pH del medi. Les
variacions observades en les propietats dels gels en funcié del pH, en canvi, indiquen que
el plasma pot ser util incorporat en aliments amb pH neutre o lleugerament acid, perd que
no sera un bon agent gelificant ni amb capacitat de retencié d'aigua en productes amb
pHES,5, degut a que aquestes propietats es veuen seriosament afectades pels canvis
estructurals que pateixen les proteines en incrementar I'acidesa del medi.

L'estudi d'estabilitat ens ha permés comprovar que la mostra de plasma deshidratat
per atomitzacid perd algunes de les seves propietats funcionals (facilitat de rehidratacid,
capacitat de retencidé d'aigua i fermesa dels gels) si s'emmagatzema a temperatura
ambient, mentre que aquestes caracteristiques es mantenen un minim de sis mesos
quan el producte en pols es conserva a temperatura de refrigeracié.

Hem observat també que durant 'emmagatzematge es doéna una important reduccio
en els recomptes de bacteris aerobics presents en el producte recentment deshidratat
guan es conserva a temperatura ambient, perd la disminucié no és gaire important si es
refrigera. Malgrat la disminucié6 en la carrega microbiana contaminant general que
s’observa a temperatura ambient, s’ha de tenir en compte que, després de sis mesos, el
producte encara suposa un perill des del punt de vista higiénic o sanitari, perqué prové
d’'una matéria primera molt contaminada, amb el conseguent risc tant de presencia de
patogens com de les seves toxines.

Cal tenir present la possibilitat de deteriorament de la fraccié lipidica, ja sigui per
l'activitat d’enzims lipolitics o per reaccions dautooxidacié, i completar [I'estudi
d’estabilitat avaluant el desenvolupament de ranciesa durant 'emmagatzematge.
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4.1 OBJECTIUS

S’ha descrit en el capitol 2 del treball que la sang de porci d’animals sacrificats en
escorxadors gironins i recollida amb un sistema obert té una carrega microbioldgica molt
elevada. En el capitol 3 s’ha constatat que també és important la contaminacié del
plasma que s'obté a partir d’aguesta sang. Malgrat aix0, s’han estudiat tota una serie de
propietats, degudes basicament a la fraccié proteica d’aquesta fraccié, que la convertirien
en un producte atil com a ingredient funcional (estabilitzant d’emulsions, gelificant, amb
capacitat de retencié d’aigua, etc.) en determinats aliments. S’ha constatat que el procés
tecnologic de deshidratacié per atomitzacié permet millorar les caracteristiques de
conservacié del producte sense afectar significativament aquestes propietats funcionals;
perd que els nivells de contaminacié6 microbiana del plasma en pols son encara
considerables si es vol destinar a I'alimentacié humana.

L'objectiu general d’aquest capitol consisteix basicament en assajar una série de
sistemes d’higienitzacié que permetin reduir la contaminacié microbiologica del plasma
liquid i, per tant, obtenir un producte deshidratat amb unes caracteristiques higiéniques
acceptables que no comporti cap risc quan s'incorpori en la formulacié d’algun aliment.
Existeixen, pero, varies limitacions per a la utilitzacié de les técniques convencionals
d’esterilitzacié o reduccié de carrega microbiana basades en tractaments térmics. La
necessitat de conservar les propietats funcionals del producte i el fet que aquestes
depenguin de proteines que es desnaturalitzen en escalfar-se, arribant a provocar la
gelificacié del plasma, obliga a utilitzar técniques alternatives d’higienitzacié que no alterin
de manera important I'estructura d’aquestes proteines plasmatiques.

L'estudi consisteix concretament en :

1. Determinar si la bactofugacié és un metode eficag per higienitzar el plasma de sang
de porc. S'avalua la reduccio en els recomptes microbiologics generals que suposen
els processos de centrifugacio:

1.1. discontinus a 12.000 rpm (21.800 x g) durant 5, 10 i 15 minuts a temperatures de
15, 20, 25 30°C.

1.2. en continu a 14.000 rpm (21.000 x g) amb dos temps de residéncia, determinats
per cabals diferents (12 i 40 L/h), per tal d'establir la possibilitat de realitzar aquesta
operacié en un procés industrial.

2. Aplicar la técnica de microfiltraci6 tangencial al plasma liquid i determinar el seu
efecte tant sobre la contaminacié microbiologica com sobre la composicié fisico-
quimica del plasma per tal d’establir possibles modificacions de les propietats
funcionals del producte.
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3. Assajar I'aplicacié d'alta pressio hidrostatica i determinar:

3.1. El seu efecte sobre la qualitat microbiologica: reduccié de la contaminacio
general (recomptes de bacteris aerobics mesofils) i de la capacitat de creixement de
la poblacio supervivent (seguiment del creixement dels microorganismes en el plasma
després de la pressuritzacio).

3.2. Les modificacions estructurals de la fraccié proteica del producte: determinacié
per DSC dels parametres calorimétrics (DH i Td) de plasma sotmeés a diferents
tractaments.

3.3. Les conseqliéncies dels tractaments sobre la funcionalitat del plasma atomitzat:
solubilitat, capacitat escumant, activitat emulsionant i gelificant (capacitat de retencié
d’aigua, resisténcia a la penetracid i microestructura dels gels).
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4.2 MATERIAL | METODES

421 Procedénciade les mostres

Es va treballar amb mostres de sang provinent del tanc refrigerat d’'emmagatzematge
d’'un escorxador industrial de la comarca del Gironés que realitza la recollida de la sang
amb el sistema descrit en el Capitol 2 (addicié de citrat sodic com a anticoagulant i
refrigeracié immediata de la sang recollida). Al laboratori les mostres van ser processades
per tal d'obtenir la fraccié plasmatica per centrifugacié i posterior decantacié (apartat
2.2.4.1).

En algunes de les proves de bactofugacié i microfiltracié que exigien el tractament de
volums considerables de plasma es va utilitzar plasma de sang recollit directament en
I'escorxador, ja que una de les empreses col-laboradores disposava de dues centrifugues
de discs que treballaven en continu i permetien separar de forma immediata les dues
fraccions de la sang procedent del sacrifici. En aquest escorxador el plasma és refrigerat
mitjancant un bescanviador de calor i és conduit cap a un sistema de congelacié de
plagues, d’'on surt en forma de blocs congelats. Quan es treballava amb aquest plasma
es recollien entre 5 i 15 litres del producte refrigerat, just abans de la congelacié.

4.2.2 Bactofugacio

4.2.2.1 Equip

L'equip utilitzat per realitzar les proves de bactofugacié va ser una centrifuga d'alta
velocitat Sorvall model RC-5C plus (DuPont Co., Newtown, Connecticut), amb
compensacio automatica de temperatures. Pels processos discontinus es va utilitzar un
rotor d’angle fix Sorvall SLA-1500. Per les operacions en flux continu es va treballar amb
un rotor Sorvall TZ-28 zonal i una bomba peristaltica Watson Marlow 313S (Watson
Marlow Ltd., Cornwall, England) que impulsava el plasma des del diposit cap a l'interior
del rotor.
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4222 Procés

Es va determinar la carrega microbiana general (recompte de bacteris aerobics
mesofils) del plasma liquid abans i després de la centrifugacié. Les mostres es van
centrifugar a una velocitat de 12.000 rpm, que corresponia a una forga centrifuga relativa
de 21.800 x g, i sota diferents condicions de temperatura (15, 20, 25 i 30°C), perqué es va
considerar que la disminucié de densitat del plasma provocada per un increment en la
temperatura podria afavorir la separacié dels microorganismes i, en conseqiiéncia, millorar
I'eficacia del procés. Es van realitzar proves mantenint aquestes condicions de procés
durant periodes de 5, 10 i 15 minuts per establir el possible efecte d’'un increment en el
temps de centrifugacié. Es va repetir aquesta experiéncia sobre quatre mostres de
plasma corresponents a diferents dies de mostreig.

Es va determinar també la reduccié de carrega microbiana que s’'aconseguia en un
procés continu de centrifugacié a 14.000 rpm, aproximadament 21.000 x g, regulant el
flux d’entrada i sortida del plasma del rotor de centrifugacié a 12 i 40 L/h, cabals que
comportaven diferents temps de residéncia del producte. Aquestes experiéncies es van
realitzar sobre 20 mostres i sempre a la temperatura de 15°C.

4.2.3 Microfiltracié tangencial

4.2.3.1 Equip

Es va treballar amb un modul d’ultra (UF) i microfiltracié (MF) Micro Kerasep TM 40 de
Tech-Sep (Grup Rhéne-Poulenc, Cedex, Franga) d’acer inoxidable, equipat amb una
membrana ceramica tubular de 20 mm de diametre i 400 mm de longitud, amb 19 canals
(2,5 mm de diametre), que proporciona una area de filtracié de 560 cm? L’equip disposa
d’'una valvula per regular la pressio del retentat, dos manometres que mesuren la pressié
a l'entrada i a la sortida del retentat i dues sortides de permeat.

El producte és impulsat des del diposit cap al modul de microfiltracié i recirculat
mitjancant una bomba Piton helicoidal de rotor excentric monobloc sanitaria (Mapsa ref.
A-37/1-T35V1). El material del cos i del rotor és acer inoxidable i I'estator de viton. La
bomba funciona amb un motor eléctric de 1.400 rpm i un variador mecanic de discs, que
permet reduir la velocitat de treball fins a 335 rpm.
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En aquest tipus de moduls que treballen amb membranes tubulars el liquid circula per
l'interior dels tubs mentre que el permeat passa a través dels porus i es recull en un
segon tub concéntric. Es un modul facilment desmuntable i de facil neteja, presenta una
pérdua de carrega baixa i permet, per tant, una elevada velocitat de circulacié del liquid
amb un efecte d’escombrat efica¢ que evita la formacié de diposits. Cal, pero, una energia
de bombeig elevada per assolir I'increment de pressié desitjat i presenta un volum mort
important que dificulta la versatilitat de funcionament i incrementa la quantitat de producte
necessari en les operacions de neteja. El sistema alternatiu seria la utilitzacié de moduls
plans que tenen una relacié superficie/volum molt favorable, s6n poc voluminosos,
permeten també un desmuntatge rapid i tenen volums morts baixos i canals de circulacio
estrets. Els inconvenients respecte als tubulars s6n que alguns provoquen una pérdua de
carrega elevada i un efecte d’escombrat insuficient per evitar la formacié prematura de
diposits.

Durant molt temps els factors limitants d’aquests processos de separacié van ser les
resisténcies térmica i quimica de les membranes disponibles, pero actualment existeixen
les anomenades de 3era. generacid, membranes minerals (d’oxid de circoni o d’alimina)
gue toleren molt bé les condicions de temperatura i pH emprades en Il'ambit
agroalimentari, fins i tot durant les operacions de neteja i esterilitzacié. Soén
simultaniament permeables, selectives i resistents. Existeixen membranes d’altres tipus:
cel-lulosiques (d’acetat de cel-lulosa, molt permeables i selectives perd sensibles a la
hidrolisi quimica i a la degradacid per determinats microorganismes) i de polimers
organics (polisulfones, poliacrilonitrits o poliamides aromatiques).

El muntatge operatiu per aquest treball (Figura 4.1) va consistir en un circuit tancat on
el mateix tanc d'alimentacié del modul s'utilitzava per recollir el concentrat. L'inconvenient
d’aquest sistema és que requereix un temps llarg de permanéncia del producte en
I'interior del modul i la bomba ha de subministrar pressié suficient i un cabal d’alimentacié
molt elevat durant molt temps, la qual cosa es tradueix en un consum energeétic elevat.
Aquest és el motiu pel qual aquest tipus d'instal-lacions nhomés se solen utilitzar a escala
de laboratori o de planta pilot. El muntatge alternatiu constaria d’'una bomba que conduis
el producte des del tanc a un bucle de recirculacié i, a mesura que s’'anés obtenint el
permeat, es concentraria el retentat i aniria disminuint el volum dins el tanc d’alimentacio.
Per aquest segon muntatge caldrien dues bombes, una per assolir la pressié operativa
necessaria i una altra que proporcionés el cabal elevat a l'interior del modul. Aquest
sistema és el que s'utilitza a escala industrial ja que permet recuperar part de I'energia de
bombeig (Mafart i Béliard, 1994b).
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Figura 4.1. Esquema del sistema de microfiltracio

4.2.3.2 Procés

Es partia d'un volum de 10-15 L de plasma que s'impulsaven des del tanc
d’alimentacio a través del modul filtrant mitjangant la bomba ajustada per proporcionar un
cabal de recirculaci6 aproximat de 1.600 L/h. La mostra es mantenia a 20-25°C de
temperatura durant el procés. Les pressions operatives utilitzades van ser de 1,5 a 2 bars
a la sortida del modul de filtracid.

Tots els components del sistema (diposit, conduccions, etc.) havien estat previament
desinfectats amb una solucié diluida d’hipoclorit sodic i perfectament esbandits. La
membrana s’esterilitzava en un autoclau durant 20 minuts a 121°C.

Es mantenia en marxa el sistema durant aproximadament 15 minuts i es recollien, en
recipients també esteérils, entre 1 i 2 L de permeat del qual es determinava posteriorment
I'extracte sec i la carrega microbiana per avaluar el percentatge de reduccié respecte al
plasma original.
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Després de cada operacié es realitzava una rutina de neteja amb una seqiiéncia que
incorporava la utilitzacié d'una solucié6 de NaOH 0,5M a 80°C i una d'acid nitric 0,3M a
40°C per eliminar les restes de producte de linterior del modul i la membrana. Es
considerava finalitzat el procés de neteja quan es recuperava el flux de permeacié d'aigua
destil-lada que presentava la membrana a l'inici del procés. El procés es va repetir 4
vegades amb plasma recollit en diferents dies de mostreig.

4.2.4 Alta pressio hidrostatica (HP)

4.2.4.1 Equip

Els experiments d’alta pressié hidrostatica es van dur a terme al Centre Especial de
Recerca-Planta de Tecnologia dels Aliments de la Facultat de Veterinaria de la Universitat
Autonoma de Barcelona amb una premsa isostatica discontinua (ACB, Gec Alsthom,
Nantes, Franga) que permet aplicar pressions de fins a 500 MPa (Figura 4.2). La pressio
del tractament s’assolia en un temps d'entre 1 i 2 minuts, depenent de la pressi6
requerida, i la descompressio es feia en un temps d’entre 30 i 45 segons. La cambra de
pressuritzacié i el liquid que contenia (aigua o una barreja etanol:aigua (1:1) pels
tractaments en fred) es portaven fins la temperatura de tractament mitjancant un flux
constant d'aigua, quan calia escalfar, o d'una barreja d'etanol:aigua (3:1), quan es
treballava a temperatures de refrigeracio.

4.2.4.2 Procés

Per fer els tractaments s’omplien ampolles flexibles de clorur de polivinilidé amb 80 mL
0 bosses de plastic amb uns 250 mL de la mostra. Les ampolles s’'omplien completament
per no deixar espai amb aire i es tapaven amb taps de rosca; les bosses es
termosegellaven al buit. S’introduien les mostres en la cella de pressuritzacid on
guedaven submergides en el liquid composat d’'una barreja d'aigua i alcohol, per evitar la
congelacié. Es va treballar amb pressions de 400, 450 i 500 MPa, i amb cicles de
compressio des de 5 fins a 30 minuts de durada.

La temperatura de les mostres abans del processament, aixi com la que s'utilitzava
com a control no pressuritzat, es mantenia a uns 5°C. Les determinacions analitiques
sobre les mostres sotmeses a pressid es realitzaven dins les 36 hores després del
tractament i durant aquest temps la mostra ja tractada també es mantenia a temperatura
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de refrigeracié (5°C). Totes les condicions de processament es varen repetir un minim de
dues vegades.

Es va considerar la possibilitat d’aplicar alta pressio directament sobre la sang, per tal
de reduir la contaminacié microbioldgica de la materia primera a partir de la qual s’havia
d’obtenir el plasma. Es varen fer algunes proves sobre sang sencera aplicant pressions
des de 350 a 400 MPa i amb durades des de 5 fins a 30 minuts de tractament a 5°C de
temperatura. Es van observar modificacions en la viscositat de la sang i es van determinar
el percentatge de plasma que s’obtenia a partir de sang tractada i el grau d’hemolisi
provocat pel tractament.

Les proves sobre la fraccio plasmatica es van fer a 400, 450 i 500 MPa, amb durades
de fins a 30 minuts, mantenint també la temperatura a 5°C. Es va determinar el
tractament més efectiu a partir de la seva influencia sobre la carrega microbiana
contaminant i sobre I'estabilitat termica de les proteines plasmatiques.

Per mostres pressuritzades a 450 MPa durant 15 minuts a 5°C, 25°C i 40°C es va
determinar la desnaturalitzacié proteica, la reduccié dels recomptes generals de
microorganismes i I'efecte del tractament sobre la capacitat de creixement de la poblacié
supervivent i sobre la funcionalitat del producte tractat.

PARAMETRES DE PROCES DETERMINACIONS
SANG

tractaments a 350 i 400 MPa
durades dels tractaments : 5-30 min

rendiment en plasma de la centrifugacic
canvis reologics
temperatura de tractament : 5°C hemolisi

PLASMA

tractaments a 400, 450 i 500 MPa

durades dels tractaments : 5-30 min canvis reologics

desnaturalitzacié proteica (DSC)
temperatura de tractament : 5°C

I
tractaments a 400 i 450 MPa

durades dels tractaments : 15-30 min recomptes microbioldgics

temperatura de tractament : 5°C

| desnaturalitzacio proteica (DSC)

tractaments a 450 MPa recomptes microbiologics
durada del tractament : 15 min T corbes de creixement

temperatures de tractament : 5, 25 i 40°C propietats funcionals
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Figura 4.2. Esquema d’'un equip discontinu per a la pressuritzacié d’aliments envasats
(ACB, Gec Alsthom, Francga).

4.2.5 Determinacions analitiques

Per realitzar les determinacions de les caracteristiques fisico-quimiques i els
recomptes microbiologics de les mostres estudiades en aquesta part del treball es van
utilitzar les técniques d’analisi descrites en el capitol 2 (apartat 2.2.4).

La descripci6 de les tecniques utilitzades per a les determinacions de I'estabilitat
térmica i les propietats funcionals es troba en els apartats 3.2.3.3 i 3.2.3.4 del capitol 3,
respectivament.

Les corbes de creixement per determinar I'evolucié de la carrega microbiologica
contaminant del pasma abans i després dels tractaments per alta pressié es van obtenir
mitjancant un lector de microplaques Bioscreen C (Labsystems Corporation. Helsinki,



170 Capitol 4

Findland) que enregistrava les variacions en la absorbancia en pouets que contenien
mostres de 250 nL de plasma incubades a 37°C. Les lectures d’absorbancia es
realitzaven a una longitud d’ona de 600 nm a intervals de 15 minuts i es feia el seguiment
durant 4 dies.

Amb aquestes corbes es va avaluar la capacitat de creixement del grup mixt de
microorganismes que constituien la contaminacié de la mostra a partir de (1) l'area
delimitada per la corba i una linia de base obtinguda tragant una horitzontal a I'eix
d'abscisses a l'alcada del punt d’absorbancia minima de cada corba, (2) la velocitat de
creixement de la poblacié a partir del pendent de la fase de creixement exponencial
linealitzada mitjancant una transformaci6 logaritmica, i (3) la diferéncia en I'absorbancia
final que presentava cadascuna de les mostres tractades respecte al plasma control no
pressuritzat.
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4.3 RESULTATS I DISCUSSIO

4.3.1 Bactofugacio

La bactofugaci6é és un procés que permet sedimentar els bacteris en suspensi6 en un
medi liquid mitjancant I'aplicacié una forca centrifuga. La separacié es fonamenta en la
diferencia de densitat entre les cel-lules (més denses) i el medi on es troben. S’ha aplicat
basicament en la indlstria formatgera per reduir els nivells de microorganismes (sovint
espores) de la llet. L'eficacia dels tractaments s’expressa en percentatge de bacteris o
espores eliminats mitjancant la centrifugacié, que es calcula a partir de recomptes
efectuats en el producte abans i després del tractament.

4.3.1.1 Procés discontinu

Els resultats obtinguts mitjangant el procés de centrifugacié discontinu de mostres de
plasma es mostren en la figura 4.3.

102 1 5 min
15 min

100 ~

98 -

96 -

reduccié (%)

94 1

92 -

25 30

Temperatura (°C)

Figura 4.3. Percentatges de reduccio de la carrega microbiana contaminant del plasma
aconseguits mitjancant la bactofugacié (procés discontinu) en funcié de la temperatura i
el temps de centrifugaci6. Mitjanes + interval de confianga (95%).



172 Capitol 4

El resultat de les proves de centrifugacié durant 10 minuts no es presenten en el grafic
ja que només es van realitzar una vegada. En no observar efectes evidents relacionats
amb el temps de centrifugacié es va seguir treballant només amb els valors distals de 5 i
15 minuts.

Es pot observar que les reduccions aconseguides van ser del voltant del 96-98%, és a
dir entre 1,5 i 2 unitats logaritmiques. Es partia de plasma amb una carrega inicial entre
10* i 10° ufc/mL i, per tant, els recomptes en les mostres bactofugades eren de l'ordre de
10%10* ufc/mL. La majoria de les dades publicades sobre percentatges de reducci6
aconseguits en la llet inclouen l'efecte acumulat del tractament de centrifugacid i
'escalfament, ja que normalment es treballa a temperatures de pasteuritzacié. A
temperatures de 62-63°C, els percentatges de reduccié poden ser d’'un 80 a un 99 %
(Bergere, 1987). Tenint en compte que el plasma no permet treballar a aquestes
temperatures perqué gelifica i que s’han utilitzat temperatures que no tenen efectes letals
sobre els microorganismes, podem considerar que I'eficacia del nostre procés ha estat
considerable. Cal tenir present, pero, que nosaltres hem treballat a una forca centrifuga
relativa més elevada (practicament el doble) de la que s’'aplica en una bactofugacio
convencional de la llet (al voltant de 12.000 x g).

En el plasma les disminucions en els recomptes com a consequéncia de la
bactofugacié van ser del mateix ordre independentment de la temperatura del tractament.
Malgrat que la comparacié dels valors mitjans sembla indicar que l'increment en la
temperatura de centrifugacié comporta una disminucié dels percentatges de reduccid, si
tenim en compte els intervals de confianca observem que aquest efecte no és significatiu.
En el cas de la llet, I'elevada temperatura durant el procés de bactofugacié (entre 55 i
74°C) fa disminuir la seva densitat i afavoreix la separacié. Per temperatures de 55-57°C,
inferiors a les esmentades anteriorment, els valors obtinguts s6n molt variables i van des
d'un 56 a un 97 % de reduccié (Bergere, 1987). En el nostre cas, pero, I'efecte d'aquest
parametre sobre la densitat del plasma, dins l'interval de temperatures assajades, no ha
influit en I'eficacia del procés. Potser s’hagués posat de manifest si haguéssim aplicat
forces de centrifugacié més baixes.

Un increment del temps de tractament des de 5 fins a 15 minuts tampoc va comportar
millores significatives, tot i que les mitjanes dels tractaments més llargs van ser
lleugerament superiors a les dels tractaments de només 5 minuts de durada.

Les reduccions obtingudes de fins a dues unitats logaritmiques podrien ser
interessants si s'aconseguissin també mitjancant un sistema continu facilment adaptable
a les instal-lacions de recollida de sang de les industries. Per aix0 es va plantejar una
experiéncia de bactofugacié mitjancant un sistema continu, per tal de veure si era
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possible aconseguir la mateixa eficacia en la disminucié de la carrega microbiana
contaminant.

4.3.1.2 Procés en continu

Per una velocitat de la bomba que proporcionava un flux de 12 L/h es van obtenir
reduccions del mateix ordre que les aconseguides amb el procés discontinu (97,55 + 0,90
%). Incrementant la velocitat del procés a 40 L/h va disminuir I'eficacia fins a valors del
92,69 % (* 2,54). El nostre sistema presenta les limitacions de tots els equips a escala
de laboratori i no ens va permetre assajar velocitats de flux més elevades.

Es van realitzar analisis fisico-quimiques del plasma bactofugat per comprovar I'efecte
del procés sobre la composicidé fisico-quimica del plasma i es van obtenir diferéncies
insignificants (inferiors a un 0,1 % de reduccid en I'extracte sec) entre el plasma abans i
després de bactofugar. Per aquest motiu no es va considerar necessari determinar si
s’afectava la funcionalitat del producte.

La instal-lacioé en continu de centrifugues de gran capacitat en la mateixa empresa que
genera la sang seria un bon sistema per incrementar el valor del subproducte, permetria
reduir la contaminacié del plasma i obtenir una matéeria primera de millor qualitat,
possiblement apta per a usos en alimentaci6 humana. El muntatge requeriria la
col-locacié de centrifugues de baixa velocitat que separessin les dues fraccions (plasma i
cel-lules) i de centrifugues per a la bactofugacié en el circuit de la fraccié plasmatica.
Aquests equips haurien d’'estar intercalats entre el col-lector de sang procedent del
sagnador i el sistema de refrigeracio previ al diposit d’emmagatzematge.
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4.3.2 Microfiltracio

La microfiltracié tangencial pot ser Util per tal de reduir la contaminacié microbiana del
plasma liquid sense alterar les seves propietats nutricionals i funcionals i, per tant,
presenta els mateixos avantatges que la centrifugaci6 en comparaci6 amb els
tractaments térmics.

Es va avaluar la reduccié de carrega microbiana que es podia assolir mitjancant la
microfiltracié del plasma, aixi com I'efecte que aquest procés tenia sobre I'extracte sec i
el contingut proteic del producte. L'objectiu era aconseguir un permeat amb practicament
la mateixa composicié que el plasma inicial perd0 sense els microorganismes que el
contaminaven. Préviament a la microfiltracié es realitzava una centrifugacié en continu a
alta velocitat (en les mateixes condicions que la bactofugacié comentada en I'apartat
4.3.1) per tal deliminar restes d'eritrOcits i membranes que podrien contribuir a la
colmatacio prematura del filtre. L'eficacia dels tractaments s’expressa en percentatge de
bacteris eliminats o nombre de reduccions decimals aconseguides, i es calcula a partir
de recomptes efectuats en el producte abans i després de cadascun dels tractaments.

La bibliografia que s’ha localitzat sobre utilitzacié de la microfiltracié amb I'objectiu de
reduir la carrega microbiana de liquids alimentaris fa referéncia sempre a aplicacions en
productes lactis. Per a la higienitzacié de llet per microfiltracio es treballa amb
membranes amb porus d’'un diametre mitja de 1,4 mm (Tabard, 1990; Jaubert et al., 1991;
Trouvé et al., 1991). Tenint en compte que el plasma no presenta 'inconvenient que pot
suposar en la llet la preséncia de globuls grassos de volum considerable, es va decidir
treballar amb membranes de diametre nominal més petit. Les utilitzades normalment en
I'esterilitzacié de liquids per filtracié6 sén de 0,45 nm pero cal tenir present que el que
interessa en el nostre cas és que la composicié del microfiltrat sigui practicament la
mateixa que la del plasma abans de tractar; per aixo es va preferir utilitzar membranes de
0,8 mm de diametre nominal amb la intencié de facilitar el flux de permeat i minimitzar les
pérdues d’extracte sec del producte durant el procés.

Tot i aix0, el plasma microfiltrat que es va obtenir tenia un extracte sec inferior en un
0,5 % al que presentava el plasma inicial i, d’aquesta reducci6, un 80% era deguda al
procés de microfiltracié i la resta a la centrifugacié prévia. Aquesta reduccié de I'extracte
sec del microfiltrat pot explicar-se com a una conseqiiéncia de fenomens d'adsorcié
macromolecular que es produeixen a la superficie de la membrana, tal com suggereixen
diferents estudis sobre la contribucid6 d'aquests processos a la colmatacié de les
superficies filtrants (Matthiasson, 1983; Lockley et al., 1988).
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Es va poder constatar també que l'extracte sec del permeat era més o menys
constant en les diferents mostres recollides durant els primers 20 minuts del procés
sempre que la mostra es mantingués a una temperatura aproximada de 22°C. Si la
temperatura del plasma durant el procés era més baixa (10-15°C) es produia una
disminucié important de I'extracte sec en les mostres de permeat recollides. A partir dels
10 minuts de microfiltracié s'observava una reduccié del 10%, i la mostra dels cinc dltims
minuts contenia només un 60% de I'extracte sec determinat en la primera mostra
recollida. Aix0, juntament amb ['observacié que lincrement de temperatura afavoria
sensiblement el rendiment del procés (el volum de permeat obtingut durant el temps de
microfiltracié arribava a ser dues vegades més elevat en els processos realitzats a 22°C),
va fer que es decidis avaluar I'efecte higienitzador del procés mantenint el plasma a
temperatura ambient.

Aquest increment, tant del rendiment com de [I'extracte sec del permeat, en
augmentar la temperatura pot estar relacionat amb la disminucié de viscositat del
producte, que té un efecte netament favorable sobre el flux de permeat. A més, 'augment
de temperatura provoca també un increment de la difusivitat molecular i, per tant, una
disminuci6 de I'efecte de polaritzacié, un dels fenomens que dificulten el flux de permeat.
Durant les operacions de filtracié tangencial sempre s’observa una acumulacié massiva
de molécules prop de la membrana que sén arrossegades cap a la superficie pel mateix
flux de permeat i retingudes per la capa limit que s’estableix sobre la membrana.
Aquestes molécules es troben dins un régim de desplagament laminar i només poden
abandonar la capa limit per difusio, per tant molt poc a poc. L'acumulacié de solut en
aquesta zona provoca també una sobreconcentracié que es tradueix en un increment de
la viscositat i, en conseqiéncia, una disminucié del flux de membrana. A més, la
concentracié tan elevada de solut pot provocar la precipitacié de sals que colmaten la
membrana i la formacié de gels que originen un film que pot arribar a duplicar el gruix
d’'aquesta (Mafart i Béliard, 1994b).

Per minimitzar aquest efecte de polaritzacido, a més de treballar a temperatura
ambient, es va utilitzar una pressié de 2 bar i un cabal elevat d’'alimentacié del modul
(1.600 L/h). En la filtracié tangencial, un increment lineal del flux de permeat en funcié de
la diferéncia de pressions a través de la membrana només es produeix dins intervals de
baixa DP. A partir d’'un llindar, variable segons el producte tractat i les condicions de
treball, aquesta corba presenta un punt d'inflexié6 de manera que el flux es fa independent
de la pressio. Aquest fenomen s’atribueix a I'efecte de polaritzacié, més accentuat quant
més gran sigui el flux de permeat (Bennasar et al., 1982; Matthiasson, 1983). Tanmateix,
un increment del cabal d'alimentacié es tradueix en un augment proporcional de la
velocitat de pas del producte paral-lel a la membrana que provoca una disminucié del
gruix de la capa limit i de I'efecte de polaritzacié (Bennasar et al., 1982). Per tant, per
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mantenir una energia de bombeig raonable quan I'efecte de polaritzacié és important, és
preferible treballar a una pressido moderada i amb un cabal d'alimentacié elevat (Mafart i
Béliard, 1994b).

En la figura 4.4 es mostren els resultats dels recomptes de microorganismes en el
plasma abans i després dels processos de bactofugacié i microfiltracié, en les condicions
operatives que s’han comentat.

log ufc/mL

Plasma bactofugat microfiltrat
original

Figura 4.4. Recomptes del nombre de viables del plasma abans i després dels
processos de bactofugacid (procés continu) i microfiltraci6. Mitjanes + interval de
confianga (95%).

La reduccio per microfiltracié de la carrega microbiana contaminant del plasma va ser
molt important. En aquestes proves la microfiltracié del plasma bactofugat va rebaixar els
recomptes un 98,6 + 1,1%. L'efecte combinat dels dos tractaments (bactofugacio i
microfiltracié) va ser d’'un 99,9 % de reducci6, és a dir 3,2 + 0,4 reduccions decimals. Es
van assolir recomptes finals sempre inferiors a 5 x 10° ufc/mL, partint de plasma amb
contaminacions inicials des de 4,3 x 10° fins a 1 x 10’ ufc/mL. Globalment, es pot
considerar que la poblacié bacteriana del microfiltrat €s proporcional a la poblacié present
inicialment en el fluid tractat (Trouvé et al., 1991). Aixi doncs, com en les altres tecniques
d’higienitzacié6 de liquids alimentaris basades en tractaments térmics o forces
centrifugues, el nombre de reduccions decimals és independent del nivell de poblacio
present en el fluid que es tracta. Trouvé et al. (1991) van comprovar aquest fet microfiltrant
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(amb membranes de 1,4 nm i a temperatures entre 40 i 50°C) diferents liquids alimentaris
(de naturalesa lactia) amb contaminacions que anaven des de 10? fins 10’ ufc/mL. En
aquest estudi es varen obtenir valors mitjans d'eficacia d’aproximadament 99,75% (2,6
reduccions decimals) per tant fins i tot més elevades que les descrites en el nostre
treball. Veiem, doncs, que l'eficacia de la microfiltraci6 com a sistema de reduccié
microbiana pot ser del mateix ordre que la dels tractaments térmics i que presenta un
avantatge molt clar respecte aquests: es pot realitzar una segona microfiltracié, que
suposaria -segons els nostres resultats- un increment d’eficacia fins el 99,98%, sense
provocar els efectes negatius acumulatius que un segon tractament per calor tindria sobre
les propietats intrinseques de les macromolécules o els seus equilibris d’'interaccio.

La disminucié de l'extracte sec del plasma va suposar una reduccié en el contingut
proteic que comportava una disminucié important en la resisténcia a la penetracié dels
gels obtinguts escalfant el plasma després de la microfiltraci6. Tanmateix les proves
realitzades a partir de plasma microfiltrat i deshidratat, després de reconstituir-lo al
mateix extracte sec que el plasma liquid original, demostren que l'alteraci6 en les
proporcions relatives de les diferents proteines plasmatiques que, en funcio del seu pes
molecular, pot haver suposat la microfiltracié, no afecta les caracteristiques dels gels
obtinguts a partir de la pols (resisténcia a la penetracio i capacitat de retencié d'aigua).
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4.3.3 Alta Pressio Hidrostatica (HP)

L'aplicaci6 d'alta pressid hidrostatica és una técnica relativament nova que es pot
utilitzar per inactivar microorganismes deteriorants en aliments i ingredients alimentaris.
Es un tractament que indueix una série de canvis en la morfologia, reaccions
bioquimiques, mecanismes genétics, la membrana i la paret cellular dels
microorganismes (Hoover et al., 1989). En comparacié6 amb els tractaments térmics
classics, I'alta pressié actua de manera independent de la mida i geometria del producte i
sembla que no afecta les unions covalents. En consequéncia, pot donar lloc a aliments
amb una estabilitat microbiologica suficient i que mantenen les seves qualitats
nutricionals i organoléptiques (Van Camp, 1996).

El fet que la pressid s’apliqui de manera uniforme sobre tot el producte fa que I'efecte
conservant sigui també el mateix en totes les parts del producte tractat; no s’originen
gradients, com en el cas de la transmissié de calor, des de I'exterior fins al centre de
'aliment. A diferéncia també dels tractaments térmics I'aplicaci6 de pressié no és
temps/massa depenent, els productes més grans no exigeixen I'aplicacié de tractaments
més intensos 0 més llargs i aquest fet permet reduir els temps de processament (Eley,
1992).

4.3.3.1 Aplicacio sobre sang sencera

Es va plantejar la possibilitat d'utilitzar el tractament d'alta pressi6 com a meétode
d’higienitzacié de la matéria primera, la sang sencera, i per tant, com a tractament previ a
la separaci6 centrifuga i posterior revaloracié per separat de les dues fraccions.

Les proves preliminars realitzades varen permetre constatar que l'alta pressié no era
aplicable a la sang sencera, ja que els tractaments que podrien tenir algun efecte sobre la
carrega microbiana contaminant provocaven també canvis indesitjables en les
caracteristiques del producte.

L'aplicaci6é de pressions de 400 MPa durant periodes de temps compresos entre els 5
i 30 minuts comportava un increment progressiu de la viscositat de la sang, possiblement
degut tant al trencament de les cél-lules i al vessament del material citoplasmatic com a
la induccié de processos d’'agregacié entre components de la sang; aixo feia disminuir el
rendiment de la centrifugacio pel que fa a la quantitat de fraccié plasmatica que s'obtenia.
En les mostres sotmeses a tractaments llargs (30 minuts) fins i tot es feia impossible la
separacio posterior per centrifugacié de les dues fraccions.

A més, el trencament d'eritrocits incrementava el nivell d’hemolisi de manera que el
plasma que s'obtenia de la sang tractada contenia quantitats inacceptables
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d’hemoglobina. Un tractament a 400 MPa de només 5 minuts provocava un augment molt
important de la quantitat d’hemoglobina present en la fraccié plasmatica §igura 4.5).
Tanmateix, el plasma sotmés a tractaments de 10 i 15 minuts presentava valors més
baixos d'absorbancia a 414 nm (longitud d’'ona de maxima absorcié de ’hemoglobina) que
no podien ser interpretats com una disminucié de I'hemdlisi. La interpretacié d’aquest
comportament rau en l'efecte desnaturalitzador de 'hemoglobina que tenen determinats
tractaments d’'alta pressié i que comporten la seva decoloracié. De fet, la pressuritzacio
ha estat suggerida en alguna ocasié com a tractament utilitzable per alterar de manera
selectiva les propietats d’algunes proteines alimentaries (precipitacié de b-lactoglobulina
per protedlisi enzimatica amb termolisina a pressions de 200 MPa, desodoritzacié de
proteines particulars, solubilitzaci6 o modificacions amb proteases especifiques de
proteines de peix) i, entre aquestes, també la decoloracié de I'hemoglobina (Hoover et al.,
1989). Els nostres resultats permeten establir que cal un tractament de la sang superior a
5 minuts a pressions de 400 MPa per provocar aquest efecte decolorant.

Aquesta desnaturalitzaci6 de proteines responsables del color és especialment
important quan s’apliquen tractaments d’alta pressié en productes carnis, i exigeixen la
realitzacié d'estudis d’estabilitzacio del color mitjangant nitrits, oxigen o altres additius
(Javier-Borderias, 1995).

Per comprovar si una pressié més baixa reduia o0 no produia aquests efectes negatius
tractaments a 350 MPa. Els resultats tampoc van ser satisfactoris perqué ja el tractament
més suau provocava hemolisi. En aquest cas, per0, es va obtenir una relacié positiva
entre els nivells d’hemolisi en les mostres tractades i els temps de tractament (Figura
4.6). Aquest resultat permet deduir que un tractament de 30 minuts a 350 MPa no és
suficient per desnaturalitzar I'hemoglobina i provocar la seva decoloracié. De fet, el
tractament de ® minuts de durada tenia, pel que fa a I'hemdlisi provocada, un efecte
equivalent al tractament de 5 minuts a pressions de 400 MPa. En carns sembla perd que
els tractaments per sobre de 300 MPa provoquen canvis significatius de coloracié (Javier-
Borderias, 1995).
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Figura 4.5. Efecte de diferents temps de pressuritzacié a 400 MPa en la concentracio
d’hemoglobina del plasma obtingut a partir de la sang tractada.
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Figura 4.6. Efecte de diferents temps de pressuritzacié a 350 MPa en la concentracio
d’hemoglobina del plasma obtingut a partir de la sang tractada.
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4.3.3.2 Aplicaci6 sobre la fraccio plasmatica

Es varen iniciar les proves sobre la fraccidé plasmatica realitzant una série de assajos
preliminars per tal de trobar aquella combinacié pressi6é/temps de tractament que no
provoqués canvis en l'estat fisic del plasma que dificultessin una possible deshidratacio
per atomitzacié posterior. Les proves es van fer a pressions de 400, 450 i 500 MPa, que
es van considerar les adequades per aconseguir algun efecte de reduccio en la carrega
bacteriana. Es considera que els bacteris gram-negatius poden ser inactivats a pressions
de 300 MPa i els gram-positius a pressions iguals o superiors a 400 MPa (Carlez et al.,
1994). Es va treballar a temperatura de refrigeracié (5°C), temperatura a la qual es
mantenia el plasma liquid des del moment de la seva recollida a partir del diposit
d’emmagatzematge de I'escorxador, i es van assajar temps de tractament de 5, 10, 15 i
30 minuts.

En les mostres sotmeses a tractaments de 500 MPa <s’iniciava un procés de
gelificaci6 i es modificava la viscositat del plasma de manera que es feia dificil
I'atomitzaci6 requerida en la deshidratacid. En les mostres tractades 30 minuts a 400
MPa i a partir de 15 minuts a 450 MPa, s’evidenciava també un principi de gelificacio al
cap d'unes 3 hores de I'aplicacié de pressio, temps durant el qual s’havien mantingut
refrigerades (5°C). Tanmateix, el fet que es produis la gelificacié6 unes hores després
d’haver aplicat el tractament no representava un problema en el procés d’atomitzacié si
aquest es duia a terme rapidament després de la pressuritzacié. Per tant era possible
obtenir plasma deshidratat a partir d’'aquest plasma pressuritzat, suposadament de millor
qualitat microbiologica que el que s’obtenia del plasma no tractat.

4.3.3.2.1 Analisi calorimétrica de les mostres pressuritzades

L'objectiu d'aquest estudi consistia en detectar mitjancant I'analisi calorimétrica
diferencial (DSC) possibles canvis conformacionals en les proteines plasmatiques deguts
a l'aplicacié dels tractaments d'alta pressid, de la mateixa manera que en el capitol
anterior haviem avaluat els possibles efectes desnaturalitzadors de la deshidratacio.

Les interaccions que contribueixen a mantenir I'estat natiu dels biopolimers es veuen
afectades per la pressié (Hoover, 1993). La desnaturalitzacié proteica esta causada per la
redistribucio i/o destruccid dels ponts d’hidrogen, interaccions hidrofobiques i interaccions
electrostatiques (Hayashi, 1989; Okamoto et al., 1990). Veiem, per tant, que els
tractaments d'alta pressi6 modifiquen les proteines a nivell de les interaccions no
covalents implicades en I'estabilitzacié de I'estructura secundaria i terciaria.

Un efecte clar de l'alta pressid és la reduccié de I'espai molecular disponible i aixo fa
gue s'incrementin les interaccions intermoleculars. La formacioé de ponts d’hidrogen esta



182 Capitol 4

associada a una petita reduccié de volum i, per tant, segons el principi de Le Chatelier
utilitzat per forca autors per explicar els canvis estructurals provocats per la pressié en les
proteines, aquestes interaccions es poden veure afavorides per l'aplicacié de pressio
(Heremans, 1982). Tot i aix0, algun autor (Van Camp, 1996) afirma que la reduccio de
volum que acompanya la formacié de ponts d’hidrogen és tan insignificant que aquest
tipus d’unions sén gairebé insensibles a la pressio.

Per altra banda, sembla ser que les interaccions hidrofdbiques estan associades a un
increment de volum i tendeixen a desestabilitzar-se a pressions elevades. Aixi doncs, la
hidrofobicitat d’'una proteina pot condicionar també I'abast de la desnaturalitzacié a una
determinada pressi6 (Hoover et al., 1989).

Les reaccions més fortament influides per la pressioé s6n aquelles en qué els reactants
i els productes difereixen significativament en el nombre de grups ionitzables. En
sistemes aquosos la pressio tendeix a dissociar les interaccions electrostatiques i a
exposar més grups ionitzats a l'aigua, i aixd comporta una reduccié del volum deguda a
I'electrostriccié de l'aigua (molécules més densament empaquetades) en la proximitat
dels ions (Hills, 1972).

Taula 4.1. Propietats térmiques de plasma porci pressuritzat®

Temps de tractament (min)

15 30
Tractament DH ® (J/g) Td © (°C) DH (J/g) Td (°C)
control 10,1+0,8 75,7+0,6 105+1,3 76,4 +1,0
400 MPa 75%+0,5 772+1,0 80+1,0 77424
450 MPa 7315 77,0+0,2 75+0,5 75,3+0,6
500 MPa 45+0,5 76,5+0,4 4,0+0,0 75,1+ 0,5

® Temperatura de tractament de 5°C. Mitjana d’un minim de dues determinacions * interval de
confianca (95%).

® Entalpia de transicio

¢ Temperatura de desnaturalitzacio
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Com es pot observar a la taula 4.1, on es mostren les mitjanes de les analisis
realitzades per a tots els tractaments de pressuritzacid, I'entalpia dels pics de transicio
(DH) disminueix a mesura que s'incrementa la pressié aplicada. Per tant, es pot
concloure que tots els tractaments tenen un efecte desnaturalitzador sobre les proteines
plasmatiques. Tanmateix, la durada del tractament, entesa com el temps durant el qual la
mostra esta sotmesa a la pressioé operativa desitjada, no contribueix significativament al
nivell de desnaturalitzacié, com tampoc incrementa notablement el percentatge de
reduccié de carrega microbiana, tal com exposarem més endavant. Es pot observar en la
figura 4.7 que les corbes DSC de les mostres tractades a la mateixa pressid sén
practicament idéntiques pels dos temps de tractament assajats.

La reduccié en els valors d'entalpia mesurats en I'analisi caloriméetrica han estat
aproximadament del mateix ordre (entre el 25 i 28%) pels tractaments a 400 i 450 MPa i
molt superiors (més d’'un 55%) en el cas de tractaments a 500 MPa. Dumay et al. (1994)
van obtenir reduccions del 51-52% en solucions del 2,5 i 5% de proteina, treballant amb
b-lactoglobulina. En aquest mateix estudi s’obtenien lleugeres disminucions en la
temperatura de transicié de les mostres pressuritzades respecte als controls no tractats,
en el nostre treball aquest fet s'observa només per tractaments de 30 min de 450 i 500
MPa, mentre que en els altres casos els desplagcaments dels valors de Td s6n en sentit
oposat, lleugerament més alts en les mostres sotmeses al tractament HP.

S’ha descrit que la seroalbumina bovina (BSA) en solucions al 0,4 g/L es manté
estable a pressions de 400 MPa i s’ha atribuit aquesta elevada estabilitat enfront a I'alta
pressio a la preséncia dels 17 ponts disulfur intramoleculars que estabilitzen I'estructura
tridimensional de la proteina (Hayakawa et al., 1992). Tanmateix, s’ha vist també que la
desnaturalitzacié de les proteines induida per l'alta pressido és un fenomen complex
depenent de la concentracio i que la desnaturalitzacié induida a baixes concentracions de
proteina (0,05-0,2%) sovint és parcialment o completament reversible, mentre que a
elevades concentracions de proteina (10%), com és el cas del plasma, s’afavoreixen
interaccions intermoleculars i agregacions irreversibles (Dumay et al., 1994).

Es va observar, en el nostre treball, que els tractaments a alta pressio i a temperatura
de refrigeracié modificaven la textura del plasma liquid, perd sense arribar a suposar la
formacié d’un gel, coincidint amb els estudis de Van Camp (1996). Aix0 podria suggerir
que les modificacions en les proteines produides durant la pressuritzacié sén suficients
per permetre un cert grau de desplegament i un principi d’agregacié perd no per a que es
doni la formacié d’'una xarxa ben estructurada. La desnaturalitzacié per pressuritzacié no
ha de conduir necessariament a la formaci6 de gels similars als provocats per
I'escalfament ja que els ponts d’hidrogen i les interaccions hidrofobiques tenen un
comportament completament diferent davant la pressi6 del que tenen davant un
tractament termic (Defaye et al., 1995).
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Figura 4.7. Corbes DSC de mostres de 100 niL de plasma no tractat (control) i plasma
tractat per alta pressié a 5°C i amb diferents combinacions de temps (minuts) / Pressi6
(MPa). Velocitat d’escalfament : 3°C/min.

Com ja hem comentat a l'inici d’aquest apartat, quan s’aplicaven pressions de 400 o
450 MPa es produia gelificacié després de poques hores de manteniment en refrigeracio
de les mostres de plasma pressuritzat. Tanmateix, es va observar que aquest procés de
gelificacié no es produia en mostres de plasma pressuritzat i mantingudes a temperatura
ambient després del tractament; en aquest cas el plasma es mantenia liquid. Aquest
diferent comportament en funcié de la temperatura d'emmagatzematge del plasma tractat
podria explicar-se de la manera segient: les modificacions provocades per I'alta pressié
en l'estructura proteica comporten la seva desestabilitzacio; la pressuritzacié produeix un
desplegament parcial de les proteines plasmatiques les quals, a temperatura ambient,
tendeixen a recuperar gradualment la seva estructura original durant el periode que
segueix el tractament de pressuritzacio; finalment, les molécules tornen a formar els
enllagos intramoleculars que mantenien la proteina plegada (estructura nativa) abans de la
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desestabilitzacié. En la bibliografia consultada hem trobat varies referéncies a processos
de “renaturalitzaci¢” total o parcial durant I'emmagatzematge de proteines
desnaturalitzades per la pressid i que recuperen part de les caracteristiques o dels nivells
de solubilitat que presentaven abans del tractament: b-lactoglobulina (Dumay et al.,
1994); metamioglobina (Defaye et al., 1995); proteines lacties (Johnston et al., 1993).
Malgrat que no hem trobat cap autor que es referis a un comportament on la gelificacié es
produis de manera gradual durant el periode d’emmagatzematge en refrigeracié posterior
a la pressuritzacié podem sospitar que les proteines de les mostres mantingudes en
refrigeraci6 no disposen de [I'energia suficient per tornar a establir els enllagos
intramoleculars de I'estructura nativa i aconsegueixen un estat termodinamicament més
favorable a partir d'interaccions intermoleculars que condueixen a la formacié d'un gel poc
consistent i que es pot liquar aplicant una forca mecanica, com pot ser per exemple una
agitacio violenta durant poc temps. Cal tenir present que, malgrat que les forces
electrostatiques no es consideren significatives en [Il'agregaci6 de proteines
desnaturalitzades en solucidé sotmeses a un tractament térmic, poden ser importants en
proteines pressuritzades degut a I'efecte ionitzador i de reduccié de volum que comporta
la pressi6.

Per tal dobservar l'efecte de la temperatura de tractament sobre les propietats
termiques i les caracteristiques reologiques del plasma es van realitzar proves de
pressuritzacié durant 15 minuts a 450 MPa també a temperatures de 25 i 40°C. Els
resultats de I'analisi calorimétrica d’aquestes mostres es presenten en la taula segiient.

Taula 4.2. Propietats térmiques de plasma porci tractat a 450 MPa durant 15
minuts?

Tractament DH ° (J/g) Td ° (°C)
control 10,1+0,8 75,74 £0,6
5°C 73+15 77,1 +£0,2
25°C 8,0+£0,0 775+1,5
40°C 6,3+0,7 79,3+0,2

& Mitjana d’un minim de tres determinacions + interval de confianga (95%)
® Entalpia de transicio
¢ Temperatura de desnaturalitzacié
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Observem que existeixen modificacions tant en els valors d’entalpia de transicié com
en els de temperatura de desnaturalitzacié, amb desplacaments cap a valors més baixos
en el cas de I'entalpia i superiors en la temperatura de desnaturalitzacid, a mesura que
s’incrementa la temperatura del tractament.

A partir d’aquests resultats deduim que l'efecte desnaturalitzador del tractament de
pressuritzacid és depenent de la temperatura a la qual es troba la mostra durant la
pressuritzacié i, en el nostre cas, més accentuat a temperatura elevada (40°C) i a
temperatura baixa (5°C) que no pas a temperatura ambient (25°C). De fet, Suzuki (1960)
ja va suggerir que la desnaturalitzacié induida per I'alta pressié depenia de la temperatura.
Si es representa graficament un diagrama de fase amb dos components -estat natiu/estat
desnaturalitzat d'una proteina- en funci6 de les possibles combinacions
temps/temperatura s'obté la regié dins la qual la proteina conserva la seva estructura
nativa (Figura 4.8). S'observa que el tracat de la linia que divideix els dos possibles estats
de la proteina té una forma el-lipsoidal, de manera que, en general, els tractaments a
temperatures intermitjes requereixen pressions més elevades per induir processos de
desnaturalitzacio que els que es fan a temperatures inferiors (zona I) o superiors (zones Il
i 1) (Hawley, 1971; Van Camp, 1996; Dumoulin et al., 1998). Aix0 fa sospitar que
intervenen diferents mecanismes de desnaturalitzaci6 en funci6 de combinacions
especifiques de pressio i temperatura.

Pressid

Estructura Mativa

III

Temperatura

Figura 4.8. Diagrama de fase pressio/temperatura de les proteines (Van Camp, 1996).
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Sorprenentment, també es va constatar que el procés de gelificacié que s'observava
en les mostres pressuritzades a 5°C durant 'emmagatzematge en refrigeracié no es
donava en les mostres de plasma tractades a la mateixa pressié (450 MPa) durant el
mateix temps (15 minuts) perd a temperatures superiors (25 i 40°C). Encara que es
conservessin refrigerades després del tractament per alta pressié aquestes Ultimes es
mantenien liquides i amb una fluidesa similar a la del plasma liquid no pressuritzat. No es
tractava d'un alentiment del procés observat en les mostres tractades a 5°C, ja que fins i
tot cinc dies després del tractament d'alta pressio el plasma pressuritzat a 25 i 40°C es
mantenia liquid. Aquestes observacions confirmen el fet que I'efecte desnaturalitzador de
I'alta pressio és degut a diferents mecanismes en funcié de la temperatura de tractament.

4.3.3.2.2 Reducci6 de la carrega microbiana contaminant

Es va realitzar el recompte de microorganismes aerobics mesofils totals en les
mostres de plasma liquid abans del tractament i en les mostres tractades a 400, 450 i
500 MPa durant 15 i 30 minuts a 5°C de temperatura.

En tots els casos els tractaments de pressuritzacié del plasma es varen mostrar en
principi forca efectius ja que van permetre aconseguir reduccions “aparents” en la
contaminacid inicial de l'ordre d’entre dues i tres unitats logaritmiques, és a dir
aproximadament del 99,50 % en tractaments a 400 MPa i del 99,67 % en tractaments a
450 MPa, assolint recomptes de I'ordre de 10% i 10° ufc/mL a partir de plasma amb una
contaminacié inicial de 10°-10° ufc/mL. No es va observar cap millora significativa en les
reduccions microbiologiques de mostres tractades a 500 MPa respecte de les tractades a
450 MPa. Estudis realitzats sobre I'efecte del temps de tractament indiquen que a
pressions suficients per provocar linici de [l'efecte letal, la supervivéncia dels
microorganismes disminueix de manera més o menys exponencial amb el temps i pot
mostrar dos pendents diferents o bé assolir un minim i estabilitzar-se (Isaacs et al.,
1993); potser per aixd tampoc es va obtenir un efecte important de I'increment de 15 a 30
minuts en el temps de tractament.

Hem descrit I'avaluacié de la carrega microbiana com a “recomptes aparents” perqué
es va observar que el nombre de colonies que s'obtenia a partir de les plagues on s’havien
sembrat dilucions 1:10 del plasma pressuritzat no concordaven amb el nombre de
colonies que creixien en la placa que contenia directament 1 mL de la mostra. En
aguestes Ultimes s’obtenien colonies relativament grans (d’'uns 0,5-1mm de diametre) en
un nombre corresponent a una unitat logaritmica superior al de les que creixien en la
placa amb la primera dilucié decimal, pero en la primera hi apareixien, a més, un nombre
incomptable de petites colonies puntiformes que no s’observaven en la placa que contenia
la dilucio.
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Es va descartar la possibilitat que es tractés de microorganismes amb alguna lesié de
membrana que els convertis en extremadament sensibles a petits canvis de pressio
osmotica i no suportessin el procés de dilucié. Els recomptes de les colonies crescudes
en plagues on s’havia sembrat un volum de 0,1 mL de plasma no diluit coincidien amb els
recomptes de la placa amb la primera dilucié decimal i tampoc s’hi observaven les
microcolonies de la placa amb 1 mL de la mostra. Isaacs et al., (1993) havien obtingut
diferents recomptes de Listeria en mostres pressuritzades utilitzant dos medis de cultiu
(TSA i TSA enriquit amb sang), deduint que els medis més rics permetien una millor
recuperacio de cellules danyades. Per aix0 es va decidir fer proves utilitzant dos medis
de cultiu diferents: Agar de recompte en placa (PCA) i el que s’havia utilitzat fins
aleshores (BAS); i es varen assajar també aigua de triptona amb sal, tampé ringer 1/4 i
tamp6 fosfat amb diferents osmolaritats (des de 0,035M fins 0,2M) com a diluents.
Tanmateix, en tots els casos es va repetir el fet que ja s’havia observat inicialment: en la
placa que contenia 1 mL de plasma apareixien microcolonies en un nombre que no es
corresponia amb el recompte obtingut en les plaques que contenien la primera dilucié
decimal o només 0,1 mL de plasma.

Es va plantejar una experiéncia per tal de descartar la possibilitat que ens trobéssim
davant un mecanisme de Quorum Sensing, pel qual els microorganismes lesionats
requerissin la preséncia en el medi de cultiu de molts altres individus per poder-se dividir i
donar colonies macroscopicament visibles en la placa d'agar. Es coneixen mecanismes
de regulaci6 de I'expressié de determinats gens bacterians el control dels quals depén de
la densitat cellular. Certs grups de bacteris mostren patrons cooperatius de
comportament, coneguts també com a processos d'autoinduccié i que impliquen
'existéencia de senyals de comunicacié entre les ceéllules. Les propies cél-lules
sintetitzen la molécula que actua com a inductor de I'expressié d’aquests gens pero
aquesta no es fa efectiva fins que la concentracié cel-lular és elevada i per tant, també la
concentracié d’autoinductor en el medi on es troben. Exemples d'aquest tipus de
mecanismes es donen en el control de I'emissié de bioluminiscéncia de bacteris marins
(Vibrio fisheri) (Fuqua et al., 1994), en la durada de la fase de laténcia de poblacions en
estat dorment de Micrococcus luteus (Kaprelyants i Kell, 1996), en la regulacié de
I'expressié dels gens de virulencia del patogen Pseudomonas aeruginosa (Greenberg,
1997) i en moltissims altres casos (processos de conjugacid, induccié d’esporulacié,
sintesi d’enzims extracel-lulars, sintesi de metabolits secundaris, etc.) apareguts durant
els Ultims anys en publicacions especialitzades (Kell et al., 1995a i 1995b; Fuqua et al.,
1996; Kleerebezem et al., 1997).

S’ha observat que I'addicié del sobrenedant d'un cultiu de Micrococcus luteus en fase
de creixement exponencial a un cultiu de cel-lules en estat de semi-laténcia, reverteix la
seva incapacitat per formar colonies en medis de cultiu artificials (Kaprelyants i Kell,
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1996). Els mateixos autors (Kell et al., 1995a) suggereixen, a partir d’'uns experiments en
el mateix sentit i amb aquest mateix microorganisme, que les cél-lules viables poden
excretar una substancia d’accié similar a una feromona necessaria per revivificar cél-lules
dorments. S’ha comprovat que en abséncia de cél-lules viables, o quan per dilucié
s’elimina aquesta substancia, no s'observa aquest efecte estimulador de la capacitat de
creixement.

En el nostre cas quan sembrem 1 mL de mostra tractada en el medi de cultiu artificial,
estem avaluant el creixement dels microorganismes supervivents a la pressuritzacié en
presencia del liquid on es trobaven les cél-lules en suspensid (el plasma), que introduim
amb el propi inocul. Quan sembrem un volum deu vegades inferior (0,1 mL) o una dilucié
1:10 del plasma tractat avaluem el creixement en el medi artificial en abséncia (o en una
concentracid 10 vegades inferior) d’aquest medi original (plasma). Aixd planteja dos
interrogants: (1) és possible que el plasma contingui algun factor (potser nutricional)
indispensable per al creixement de bona part de la poblacié de bacteris contaminants que
han sobreviscut al tractament per alta pressié o (2) pot ésser que aquest factor inductor
del creixement sigui un senyal alliberat al medi per les mateixes cél-lules i, per tant, que
ens trobem davant un mecanisme de Quorum Sensing.

Les cel-lules semi-latents (dorments) de Micrococcus luteus es troben en un estat
fisiologic reversible de baixa activitat metabolica, on persisteixen durant periodes
extensos sense dividir-se (Kaprelyants i Kell, 1996). En aquest estat s6n permeables a
colorants que normalment no poden penetrar a través de la membrana, de manera que un
dels primers esdeveniments que es donen durant la “revivificaci¢” d’aquestes ceél-lules és
la reparacié de la permeabilitat de membrana. El tractament d'alta pressid, entre altres
efectes, provoca també lesions importants a nivell de la membrana dels bacteris que
poden alterar la seva funcié respiratoria 0 com a barrera de permeabilitat selectiva. La
membrana cel-lular és la primera estructura microbiana lesionada per la pressié (Morita,
1975). Se sap que pressions elevades provoquen un increment del punt de fusié dels
triglicérids i que alguns lipids que sén liquids a temperatura ambient cristal-litzen a
pressions elevades. Es produeix per tant la cristal-litzacio dels fosfolipids de la membrana
i, en conseqiliéncia, un increment en la seva permeabilitat. Seria possible que existis un
mecanisme que els permetés refer-se de les lesions en la membrana i que requeris
l'activacié de determinats gens regulats per una molecula autoinductora, present en
concentracié suficient en el plasma pero no en una dilucié d’aquest o en un volum d’'inocul
més petit.

Kaprelyants et al. (1993) insisteixen en qué els mecanismes que estan implicats en la
“revivificacio” de ceéllules dorments no sén els mateixos que els que permeten la
recuperacid de ceél-lules lesionades, de la mateixa manera que els processos que
condueixen a les dues situacions son completament diferents -una lenta adaptacié del
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metabolisme, en el primer cas, i un estrés sobtat, en el segon-. Per tant, existeix també
la possibilitat de que aquest factor de creixement que sembla ser que conté el plasma no
sigui una molécula sintetitzada pels mateixos microorganismes siné un dels components
del propi plasma sanguini que afavoreixi el procés de reparacié de les lesions provocades
pel tractament.

Una manera d’evidenciar si un determinat comportament respon a mecanismes de
Quorum Sensing s’aconsegueix demostrant que els sobrenedants lliures de cel-lules de
cultius en un estadi avancat de la fase de creixement exponencial indueixen I'expressié
de determinats gens en cultius diluits (Fuqua et al., 1996). Aixi doncs, i per tal d’esbrinar
la causa de la preséncia de quantitats importants de bacteris només en les plaques amb
sembra directa d’'1 mL de plasma, es va plantejar una experiéncia que consistia en fer la
sembra de diferents dilucions decimals de plasma pressuritzat utilitzant com a diluent
plasma estéril (on no hi havia hagut microorganismes) i el sobrenedant obtingut per
centrifugacié a alta velocitat (30 min a 21.000 x g) del mateix plasma pressuritzat, lliure
de microorganismes.

En ambdés casos, en les plaques amb la primera dilucié6 decimal es van obtenir
recomptes superiors en dos ordres de magnitud (x100) als recomptes del plasma diluit
amb el diluent convencional i que mantenien en les plaques de les dilucions segulents la
proporcié esperada segons el factor de dilucid.

Les conclusions derivades d’aquesta experiéncia van ser que:

1. el tractament de pressuritzacié aplicat a la temperatura de 5°C no produeix l'efecte
letal que aparentaven els primers recomptes. L'ordre de magnitud real de les reduccions
estaria només al voltant d’'una unitat logaritmica, és a dir del 90 % de la poblacié
contaminant del plasma.

2. la major part de la poblacié bacteriana del plasma pateix lesions importants que les
converteix en cel-lules no-viables en abséncia d’'algun factor de creixement, probablement
una molécula capac d’afavorir la reparacio de les lesions.

3. aquesta molécula és un component del plasma sanguini, no un producte segregat pels
mateixos microorganismes.

La poblacié bacteriana mixta que contaminava el plasma no ha mort durant el
tractament, per0 la pressié ha alterat la seva capacitat de creixement. Aix0 ens fa
questionar la validesa d'utilitzar la capacitat de formar colonies en medis artificials com a
Unic criteri per determinar si una cél-lula és viva o no després d'un tractament amb
efectes suposadament letals. El fet que el factor que permet a les cél-lules recuperar la
viabilitat sigui un component del propi plasma comporta que el producte obtingut després
de la pressuritzacié segueixi essent inestable i susceptible de deteriorament
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microbiologic. Tanmateix, es va constatar que el deteriorament d’aquest plasma
pressuritzat s’endarreria considerablement respecte del no tractat. No s'apreciaven
simptomes olfactius de deteriorament fins al cap d'uns 20 dies d’'emmagatzematge en
refrigeracié, mentre que el plasma liquid en les mateixes condicions els presentava ja a

les 24-48 hores.

Es va fer el seguiment durant 3 dies del creixement dels microorganismes en plasma
no tractat i en plasma pressuritzat durant 15 minuts a 450 MPa i 5°C de temperatura. Es
van utilitzar les determinacions de I'increment de terbolesa de les mostres (absorbancia a
600 nm) incubades a 37°C. Es van obtenir les corbes de creixement que es mostren en la
figura 4.9, cadascuna de les quals correspon al promig de 8 repeticions. Es important
remarcar que la variabilitat en les corbes obtingudes per les 8 repeticions del plasma
tractat va ser considerable.

20T
18T —HP
16+ control

Abs (600 nm)

0o+

Temps (h)

Figura 4.9. Corbes de creixement dels microorganismes del plasma sotmés a un
tractament a 450 MPa durant 15 minuts i a 5°C (HP) i el mateix plasma no pressuritzat

(control).
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En la corba de creixement dels microorganismes del plasma control s’observa un
comportament diauxic, explicable pel fet que la contaminacié microbiologica del plasma
esta composada per una microbiota mixta amb diferents grups de microorganismes que
no tenen ni els mateixos requeriments nutritius, ni les condicions optimes d’incubacio, ni
les mateixes velocitats de creixement. Probablement les diferents fases exponencials
corresponen a poblacions també diferents o bé a I'esgotament d'alguns dels recursos
nutritius utilitzats per la poblacié bacteriana. Aquesta forma no s’aprecia ja en la corba
obtinguda en plasma pressuritzat potser degut a qué el tractament d’alta pressié ha
suposat una disminucié en la variabilitat de la contaminacio, destruint els grups de
microorganismes meés sensibles i, per tant, la corba correspon a una poblacié més
homogenia, només dels grups de microorganismes resistents o numericament
predominants en el plasma inicial.

L'efecte del tractament per alta pressid sobre la corba de creixement dels
microorganismes del plasma va ser considerable. D’entrada observem com la durada de
la fase de laténcia es duplica, ja que s’incrementa des de les 6 hores que presentava el
plasma no tractat fins a les 12 hores del plasma pressuritzat. La durada d’aquesta fase
de la corba de creixement depén tant de la concentracié de ceéllules viables en el
moment d’iniciar la corba com del temps d'adaptacié metabolica i fisiologica a les noves
condicions del medi que requereixen els microorganismes. La velocitat especifica de
creixement en la fase exponencial es redueix des d’una velocitat de 0,1 h'* pel plasma no
tractat, que correspon a un temps de generacid de 6,87 hores, a una taxa de creixement
de 0,09 h* en el plasma tractat, és a dir, un temps de generaci6 de 7,22 hores. Observem
també en aquesta figura una disminucié important en la biomassa present en el plasma
en la fase estacionaria; el creixement s’estabilitza a valors d’absorbancia més baixos. La
corba de creixement del plasma pressuritzat mostra un comportament assimptotic (fase
estacionaria) a partir de les 36 hores d'incubacié sense arribar a assolir els valors de
contaminacié que conté el plasma no tractat ja a les 24 hores.

Per tant, encara que la reduccié real en els recomptes de microorganismes no fos
molt important, veiem que el que si es modifica és la capacitat de creixement de la
microbiota supervivent i la seva evolucié durant 'emmagatzematge. Tenint en compte que
aquest és el creixement obtingut incubant les mostres a 37°C i que, com és de suposar,
el que es donaria en refrigeracié seria encara més lent, s'explica perfectament el fet que
la vida util en refrigeraci6 de les mostres pressuritzades s'incrementi de manera
important. En estudis realitzats sobre el creixement en refrigeracié (3°C) de poblacions
microbianes supervivents a diferents tractaments d’alta pressié (20 min a 20°C) en carn
picada, es va obtenir que pressions de 200 o 300 MPa endarrerien entre 2 i 6 dies l'inici
del seu creixement durant I'emmagatzematge, sense afectar significativament els
recomptes generals. Tractaments a 400-450 MPa provocaven de 3 a 5 reduccions
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decimals i endarrerien el creixement dels supervivents entre 10 i 15 dies (Carlez et al.,
1994).

Efecte de la temperatura de tractament sobre la carrega microbiana

A més de la magnitud i la durada de la compressio hi ha tota una série d'altres factors
gue condicionen els efectes dun tractament de pressuritzacié sobre els
microorganismes: el seu estadi de creixement, la composicié del medi on es troben i
parametres com el pH o la temperatura durant la compressié (Hoover et al., 1989).

Es va estudiar quin era l'efecte de la temperatura de tractament sobre els
microorganismes contaminants del plasma amb la intenci6 de trobar una combinaci6 de
parametres de procés més efectiva que el tractament a 5°C pel que fa a la reduccio6 de la
poblacié microbiana.

Igual que en l'estudi calorimétric es van realitzar experiéncies a temperatures de 25 i
40°C, sempre amb temps de tractament de 15 minuts i pressions de 450 MPa. Es van
pressuritzar un minim de tres mostres per cadascun dels tractaments i es va determinar
I'efecte de reduccié de carrega microbiana realitzant recomptes en placa de medi BAS
del plasma tractat i del plasma control corresponent.

En aquestes condicions de tractament (temperatures de 25 i 40°C) no es va observar
I'aparicio de les microcolonies en les plaques corresponents a les sembres directes de 1
mL de plasma i els recomptes per a les diferents dilucions van ser els que calia esperar a
partir de dilucions decimals seriades. La poblacié microbiana contaminant es va reduir en
un 99,82 & 0,21)% en les mostres de plasma tractades a 25°C i en un 99.97 (x 0,02)%
en les mostres tractades a 40°C. De manera que la contaminacié va disminuir des de
valors inicials de l'ordre de 10°-10° ufc/mL fins a recomptes de 10-10° ufc/mL.

Una possible explicacié del fet que la supervivéncia de microorganismes en mostres
tractades a 5°C sigui superior que en tractaments a temperatures de 25 i 40°C es podria
basar en la possibilitat que molts dels supervivents siguin microorganismes que durant el
tractament es trobaven en forma d’espora i que I'aplicacié d'alta pressié a temperatures
de 25 i 40°C indueixi una major germinacio que el tractament en refrigeracid. Esta descrit
gue la pressié hidrostatica pot causar la germinacié d’espores bacterianes de manera
fortament influenciada per la temperatura (Gould i Sale, 1970; Mallidis i Drizou, 1991;
Lechowich, 1993; Roberts i Hoover, 1996; Holters et al., 1997). Gould i Sale (1970) varen
estudiar la germinacié de varies espécies de Bacillus i van demostrar que pressions de
250 atmosferes produien una germinacié del 50-64% després de 30 minuts a 50°C,
mentre que a temperatures de 30°C la germinacié era només del 21% i els supervivents,
espores no germinades, eren recuperats com a cel-lules viables quan es plaquejaven en
medis soOlids adequats. Van constatar també que les condicions optimes per a la
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inactivacié eren les exposicions que produien una major germinacié de les espores.
Roberts i Hoover (1996) reduien menys de 0,5 log,y poblacions de Bacillus coagulans
sotmeses a tractaments de 400 MPa durant 15 i 30 minuts si la temperatura era de 25°C
i fins a 2 log,, si realitzaven els tractaments a 45°C. Varis estudis coincideixen en I'efecte
positiu per a la inactivacid de bacteris esporulats que pot tenir un pre-tractament de la
mostra a pressions baixes (<150 MPa) abans de fer el tractament d’alta pressio per
inactivar les espores germinades. Holters et al. (1997) suggereixen un tractament de 4
hores a 40°C per aconseguir 6 reduccions decimals en una poblacié d'espores de
Bacillus subtilis, la major part del temps la pressié es pot mantenir per sota de 60 MPa i
només calen uns minuts a pressions superiors.

Altres possibles explicacions de la menor eficacia del tractament a 5°C respecte dels
realitzats a temperatura més elevada podrien radicar en I'alentiment dels efectes letals de
la pressi6 a baixes temperatures (Hoover et al., 1989) o en el fet que alguns
microorganismes en refrigeracié modifiquin la composicié de la membrana cel-lular per
mantenir la fluidesa i siguin més resistents a la pressié (Russell et al., 1995). ZoBell
(1970), en relacié a la interaccié entre els efectes de la pressié i la temperatura, estableix
que, de la mateixa manera que un increment en la pressié endarrereix els efectes letals
que tindrien temperatures elevades a la pressié atmosférica, temperatures baixes
alenteixen els efectes letals que podria tenir un increment de pressio. Caldria confirmar,
perd, si aquest efecte es produeix també a pressions elevades ja que aquestes
deduccions es van fer a partir d’'observacions realitzades dins el que seria l'interval de
pressions que es donen en ambients naturals (€ 1.000 atm). D’altra banda, es coneix que
'adaptacié al creixement a baixes temperatures dels microorganismes comporta una
série de modificacions en la composicié dels acids grassos dels seus lipids de
membrana (un augment en la concentracié d’acids grassos de cadena més curta i d’acids
grassos insaturats) que provoquen una disminucié del seu punt de fusié i, per tant,
incrementen la fluidesa de la membrana. En general els microorganismes sén menys
sensibles als tractaments d'alta pressio si presenten aquest increment en la fluidesa de
la membrana cel-lular (Russell et al., 1995). Aquest fet pot ajudar també a explicar la
major supervivéncia de microorganismes quan els tractaments de pressuritzacié es fan a
temperatura baixa.

Quan fem la determinacié del percentatge de reduccié provocat pels tractaments de
pressuritzacié basant-nos en recomptes de colonies crescudes en plaques d'agar cal
tenir present que l'aplicacié d'altes pressions pot haver provocat també fenomens
d’agregacio6 cel-lular. El fet que alld que considerem reducci6 sigui en realitat la diferéncia
percentual entre els recomptes d'unitats formadores de colonies abans i després del
tractament, fa que els possibles fendomens d'agregacié puguin ser responsables d’'una
part, de dificil quantificacio, de la disminucié observada. Per aixd, a més dels recomptes



Higienitzacio del plasma liquid 195

en placa es van realitzar, en dues de les tres repeticions de cada tractament, les corbes
de creixement corresponents a I'evolucié de la microbiota supervivent a la pressuritzacio
(5, 25 i 40°C) (Figura 4.10). Es van fer 10 repligues de cadascuna de les mostres
tractades aixi com del plasma control corresponent. Aixd0 es va fer en tres dies de
tractament diferents: un pels tractaments a5°C, un altre pels de 25°C i I'Ultim pels
tractaments a 40°C. Cada dia es van tractar independentment dues mostres procedents
de dos escorxadors diferents.
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Figura 4.10. Corbes de creixement corresponents a les deu repeticions de plasma sense
tractament (1) i tractat a 450 MPa durant 15 minuts a 5 (2), 25 (3) i 40°C (4).
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La gran variabilitat obtinguda en les corbes de creixement corresponents a repliques
de la mateixa mostra de plasma pressuritzat ens van fer desestimar d’entrada la validesa
de comparar les corbes de creixement promig obtingudes a partir de les deu repeticions
analitiques. Aquesta variabilitat en la forma de les corbes és baixa només per les
repeticions del plasma control i també en el cas de les mostres tractades a 40°C, si es
representa sobre eixos amb la mateixa escala que les tractades a temperatures de 5 i
25°C. En aquestes Ultimes, pero, existeixen diferéncies tan importants entre les corbes
corresponents a repeticions de la mateixa mostra que dificulten el procés de comparacié
amb el plasma control per establir 'efecte del tractament.

Es va decidir utilitzar, com a parametre comparable i que permetia quantificar d’alguna
manera la capacitat de creixement de les poblacions, I'area delimitada pels punts de la
corba i una linia horitzontal paral-lela a l'eix d'abscisses tracada a partir del punt
d'ordenada minima (per tal d'obviar I'efecte del diferent valor de terbolesa inicial de la
mostra). Es van calcular també els increments d'absorbancia (Abs max.-Abs min.)
provocats pel creixement microbia en cada corba per utilitzar-los com a indicadors de
increment de biomassa que representava cadascuna. Amb aquestes dades es van
elaborar les taules 4.3, 4.4 i 4.5, que il-lustren també la gran variabilitat existent entre
repeticions.

Taula 4.3. Arees i increments d’absorbancia de les corbes de creixement dels
microorganismes de plasma sotmeés a 450 MPa durant 15 minuts a 5°C

mostra 1 mostra 2

control HP a 5°C control HP a 5°C
Rep. Area DAbs Area DAbs Area DAbs Area DAbs

60,89 0,924 17,51 0,490 54,37 0,969 29,00 0,448
76,66 1,187 42,95 0,763 70,62 1,287 17,29 0,418
79,23 1,145 68,34 1,297 52,64 0,933 20,91 0,543
80,33 1,217 48,92 0,865 61,30 1,069 75,05 1,493
77,30 1,097 53,76 0,988 56,85 0,921 22,39 0,544
76,63 1,073 43,37 0,735 59,50 1,086 18,29 0,351
75,09 1,177 38,45 0,812 69,83 1,402 18,39 0,322
82,38 1,171 54,09 0,931 56,19 0,848 43,98 0,815
70,87 1,066 45,84 0,880 74,58 1,542 36,47 0,553
72,96 1,053 48,48 1,081 65,58 1,076 10,52 0,267
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Taula 4.4. Arees i increments d’absorbancia de les corbes de creixement dels

microorganismes de plasma sotmeés a 450 MPa durant 15 minuts a 25°C

Rep.
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o

mostra 1 mostra 2
control HP a 25°C control HP a 25°C
Area DAbs Area DAbDbs Area D Abs Area D Abs
49,13 0,769 11,71 0,238 48,22 0,732 13,22 0,327
72,17 1501 26,22 0,666 90,87 1,560 40,82 0,727
72,21 1,333 39,61 0,753 96,04 1,660 15,92 0,230
7425 1,451 59,19 1,092 98,96 1,619 22,97 0,436
80,14 1,643 42,23 0,700 102,29 1,601 65,74 1,221
81,75 1,607 30,47 0,509 101,78 1,629 75,81 1,257
78,03 1536 22,54 0,532 105,49 1,689 36,90 0,681
81,36 1,614 64,22 0,983 103,60 1,605 44,79 0,830
83,83 1603 5344 0,874 106,94 1,677 7541 0,403
67,21 1,317 11,91 0,244 98,01 1,537 62,85 1,136

Taula 4.5. Arees i increments d’absorbancia de les corbes de creixement dels

microorganismes de plasma sotmeés a 450 MPa durant 15 minuts a 40°C

Rep.
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mostra 1 mostra 2
control HP a 40°C control HP a 40°C
Area DAbs Area DAbs Area DAbs Area DAbs
48,39 0,735 3,13 0,079 37,10 0,565 26,06 0,560
61,51 1,290 12,09 0,213 57,68 0,898 3,33 0,114
50,48 0,802 12,01 0,260 81,78 1,392 13,24 0,246
56,95 1,035 7,81 0,348 90,34 1,458 4,62 0,158
83,78 1,797 11,34 0,263 88,73 1,371 391 0,143
55,93 0,903 13,67 0,271 92,97 1,399 15,70 0,239
63,16 1,428 7,12 0,153 88,88 1,425 6,78 0,137
82,56 1,699 7,58 0,191 88,67 1,384 16,69 0,286
58,50 1,135 3,36 0,086 87,80 1,341 9,05 0,251
55,02 1,015 15,79 0,431 94,32 1,398 14,24 0,307
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A partir d'aquestes dades es va calcular la mitjana entre les diferéncies de cadascuna
de les arees de les corbes de les mostres pressuritzades respecte a I'area promig de les
corbes del plasma control corresponent i el percentatge de reduccié d'area provocat pels
diferents tractaments. El percentatge de reduccié en l'increment d’absorbancia que
representa el creixement es va obtenir mitjangant el mateix procediment de calcul.

En la taula 4.6 podem observar que l'efecte del tractament a 5°C sobre les dues
mostres és molt variable, i que provoca una reduccié de la capacitat de creixement dels
microorganismes contaminants en alguns casos similar a la que produeixen tractaments
a 25°C i en altres casos molt més baixa. Si es realitzen els mateixos calculs amb les
dades obtingudes a partir de les corbes que ja s’havien realitzat per aguesta temperatura
de tractament, la mitjana de les quals s’ha presentat en la Figura 4.9, s'obté la mateixa
variabilitat pel que fa a I'efectivitat del tractament. En aquell cas s'obtenia una reducci6
d’'area del 56,58 % ( 13,30) en una de les experiéncies i un 31,9 % @ 10,90) en l'altra,
mentre que les reduccions en l'increment d’absorbancia eren de 54,81 % & 13,99) i de
32,71 % (+ 8,32), respectivament.

Taula 4.6. Reduccid de la capacitat de creixement de les poblacions microbianes
contaminants de plasma pressuritzat a 450 MPa durant 15 min en funcié de la
temperatura de tractament.

reducci6 area (%) reduccié D Abs (%)
tﬁ;ﬁ’:&a‘:z:%dg Mostra 1 Mostra 2 Mostra 1 Mostra 2
5 38,63+17,30 52,97+30,41  20,34+19,46 48,16 32,24
25 51,15+ 2535 52,28+24,87 54,23+19,88 52,63+ 24,86
40 84,76 + 6,92 8594 + 891 8055 * 9,34 80,63+ 10,30

mitjanes + desv.estandard

Observem també que I'efecte dels tractaments, avaluat com a percentatge de reduccid
de la capacitat de creixement, és del mateix ordre pels dos parametres que s'utilitzen
com a indicadors (I'area i I'increment d’absorbancia).

Pel que fa a l'efectivitat dels tractaments a 25 i 40°C, s'observa que el primer redueix
poc més d'un 50% la capacitat de creixement de la poblacié, mentre que els supervivents
a un tractament a 40°C tenen una capacitat de creixement inferior en un 80% a la que
presentava la contaminacié original. De fet, ja ha estat descrit en altres estudis que
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I'aplicacié de tractaments combinats d'alta pressié i temperatures moderades so6n
efectius tant en aliments com en sistemes model (Knorr, 1993).

Per tal de tenir una representacié grafica que permeti fer-nos una idea aproximada de
l'efecte de la temperatura de tractament, representem en la figura 4.11 les corbes
mitjanes obtingudes per cada tractament a partir de mostres de plasma procedents del
mateix escorxador. Cal tenir present que, malgrat la gran variabilitat existent, s’han
utilitzat mitjanes de totes les repeticions analitiques per obtenir la corba de creixement
que es representa i que s’ha fet una translacié d’eixos per a qué el valor d’absorbancia
inicial fos similar per a totes les corbes.
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Figura 4.11. Corbes de creixement dels microorganismes del plasma no tractat (control) i
del plasma sotmes a tractaments de pressuritzacié (HP) a 450 MPa durant 15 min i
temperatures de 5, 25 i 40°C.

A partir d’'aquestes corbes s’han calculat els pendents de les rectes de la fase de
creixement exponencial, linealitzada mitjangcant una transformacié en logaritmes
neperians dels valors d’absorbancia i s’ha determinat la taxa de creixement de la poblaci6
i el temps de generaci6 (Taula 4.7).
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Taula 4.7. Velocitat de creixement i temps de generacié de les poblacions
microbianes contaminants de plasma supervivents a un tractament de
pressuritzaci6 a 450 MPa durant 15 min en funci6é de la temperatura de
tractament.

Tractament velo.citat _?e Temp§
creix. (h™) generacio (h)
Control 0,101 6,87
5°C 0,096 7,22
25°C 0,049 14,08
408C 0,008 88,22

La figura 4.11 i la taula 4.7, amb les constants de creixement, permeten observar
clarament que el tractament més efectiu és el que es realitza a una temperatura de 40°C
ja que, malgrat que no semblava significativa la millora en la reduccié respecte al
tractament a 25°C quan es calculava a partir dels recomptes de les mostres
pressuritzades, si que és molt important la reduccié en la capacitat de creixement de la
poblacié que ha resistit la pressuritzacié. No s'aconsegueix un producte esteril pero si
amb una poblaci6 microbiana amb poca capacitat d’alteracié del substrat i que,
probablement, acabara de desapareixer en el procés de deshidratacio posterior.

Esta descrit que un tractament d’alta pressio pot inactivar els microorganismes sense
matar-los. Watanabe et al. (1991) van utilitzar la pressié per inactivar cultius d’Erwinia
ananas de manera que els cultius tractats es podien addicionar als aliments sense
incrementar el risc de deteriorament pero, a diferéncia del qué passava amb cultius morts
mitjancant un tractament térmic, les cél-lules mantenien la seva capacitat nucleadora de
gel. Un altre exemple en aquest sentit seria la utilitzacié de l'alta pressid per aturar
I'acidificacié en el iogurt quan el grau d’acidesa és I'adequat, pero sense que disminueixin
els recomptes de microorganismes viables, de manera que les lesions provocades pel
tractament siguin suficients per impedir la replicacié dels microorganismes en un ambient
amb pH acid i a baixes temperatures (Hoover, 1993).
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4.3.3.2.3 Efecte del tractament sobre la funcionalitat del plasma

L'efecte del tractament sobre les propietats funcionals es va determinar sobre mostres
tractades a 450 MPa durant 15 minuts i 40°C de temperatura, ja que van ser les
condicions de procés que es van mostrar més adequades pel que fa al seu efecte sobre
la microbiota contaminant. S’han inclds també resultats d’'algunes determinacions fetes
sobre plasma pressuritzat a 5°C, malgrat no ser un tractament molt efectiu pel que fa a la
reduccid de la contaminacié microbiologica. Donat que I'analisi calorimétrica indicava que
el tractament en fred produia un menor grau de desnaturalitzacid proteica que la
pressuritzacio a 40°C es va voler avaluar quin era el seu efecte sobre la funcionalitat.

Solubilitat

En la figura 4.12 es mostra quin va ser I'efecte dels tractaments per alta pressio sobre
el percentatge de solubilitat proteica de les mostres tractades.
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Figura 4.12. Solubilitat a pH 7 i pH 4,5 del plasma en pols obtingut per atomitzacié de
plasma no tractat (control) i del plasma pressuritzat a 450 MPa durant 15 minuts a 5 i
40°C. Les barres d’error indiquen els intervals de confianca (95%) de les mitjanes.

Es pot observar que un tractament de 15 minuts a 450 MPa provocava una disminucio
de la solubilitat només en les mostres pressuritzades a 40°C i que aquesta
insolubilitzaci6é era més accentuada a pH acid, el pH més proper al punt isoeléctric de la
proteina majoritaria del plasma.
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El grau de desnaturalitzacié provocat pel tractament a 5°C, més baix que el del
tractament a 40°C segons indicaven les analisis calorimétriques, no afectava aquesta
propietat funcional del producte, ja que els percentatges de solubilitat de les mostres
pressuritzades van ser del mateix ordre que els del plasma control.

Els resultats representats corresponen a plasma en pols, és a dir, plasma que havia
estat deshidratat per atomitzacié després del tractament d’alta pressié. Per poder atribuir
I'efecte insolubilitzant només al tractament combinat de pressi6 i elevada temperatura
(sense cap efecte addicional de la deshidratacié o I'escalfament a 40°C) es va comprovar
que el percentatge de proteina soluble del plasma liquid pressuritzat també era
significativament inferior al del plasma liquid control (67,6% de proteina soluble a pH 4,5) i
gue un escalfament a 40°C durant 15 minuts del plasma liquid no tenia cap conseqiiéncia
sobre la solubilitat de la fracci6 proteica.

En altres estudis sobre l'efecte de la pressié en la solubilitat de concentrats de
proteines plasmatiques (Huyghebaert i Van Camp, 1993) s’arriba a la conclusié que
tractaments a 400 MPa durant 30 minuts provoquen una disminucié de la solubilitat
només quan les concentracions de proteina en les mostres pressuritzades son elevades.
Donada la relativament elevada estabilitat enfront a I'alta pressi6 del component majoritari
d'aquests concentrats (seroalbumina), per la preséncia de 17 ponts disulfur en la seva
estructura, els autors no exclouen la possibilitat que els efectes trobats puguin ser
atribuits a components proteics minoritaris presents en la solucié, per exemple, i d’acord
amb Suzuki i Mujosawa (1965), les gamma-globulines.

Els resultats del nostre estudi sobre les conseqiéncies de lalta pressié en la
solubilitat de les proteines plasmatiques, juntament amb els obtinguts en la determinacio
de l'estabilitat termica (DSC), indicaven que s’havia produit un desplegament parcial de
les proteines, de major magnitud en mostres tractades a 40°C, que es podria veure
reflectit en alguna de les altres propietats funcionals. Segons alguns autors (Galazka et
al., 1995) els canvis conformacionals provocats per la pressié en determinades proteines
pot suposar una modificacié positiva de les propietats funcionals de superficie (capacitats
escumant i emulsionant).
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Capacitat escumant i estabilitat de I'escuma

En la figura 4.13 es mostren els resultats de les determinacions de la capacitat
escumant i I'estabilitat de 'escuma obtinguda a partir del plasma pressuritzat a una
temperatura de tractament de 40°C. Es mostren també els resultats de les
determinacions sobre les mateixes mostres de plasma sense pressuritzar.
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Figura 4.13. Capacitat escumant i estabilitat de I'escuma del plasma liquid no tractat
(control) i plasma pressuritzat a 450 MPa durant 15 min a 40°C. Les barres d’error
indiquen els intervals de confianca (95%) de les mitjanes.

Segons mostren aquests resultats, la pressuritzacio (450 MPa durant 15 minuts i a
40°C) no va afectar la capacitat escumant del plasma, ja que el volum d’escuma obtingut
en agitar les corresponents dissolucions de les mostres tractades era del mateix ordre
gue el del plasma control. De tota manera, es pot observar també que la cinética de
desaparici6 de l'escuma formada va ser més lenta en el cas de les mostres
pressuritzades; per tant, es va obtenir un efecte positiu del tractament per alta pressio
sobre I'estabilitat de I'escuma produida.

Per verificar aquest efecte s’han ajustat les dades de cadascun dels productes a una
corba exponencial negativa. S’ha fet per regressié no lineal utilitzant la funcié E=E.™, on
E representa el volum d’escuma en un temps t, E, el volum d’escuma inicial, i -k la taxa
de desaparicié de I'escuma. S’ha comprovat (annex 8) que la E, pel plasma pressuritzat
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és la mateixa que pel plasma no tractat i, en canvi, el valor de k es redueix a la meitat,
des de 0,0126 fins a 0,0062. Aixi doncs, es confirma que el tractament per alta pressié no
afecta la capacitat escumant del plasma i millora I'estabilitat de 'escuma obtinguda.
Tenint en compte que la capacitat escumant del plasma és prou bona, si més no del
mateix ordre que la de la clara d’ou (Tybor et al., 1975; Raeker i Johnson, 1995), i que el
principal problema, en comparacié amb I'activitat de proteines d’altres origens rau en la
seva poca estabilitat, la pressuritzacié representa una millora considerable del producte
en aguest aspecte.

S’ha exposat en el capitol anterior (apartat 3.3.2.4.2) que la relativament baixa
estabilitat de I'escuma formada per solucions de proteines plasmatiques pot ésser
deguda a la dificultat de les molecules en solucié per establir interaccions proteina-
proteina que permetin mantenir el sistema de bombolles d’aire encapsulades per les
molecules préviament desplegades i adsorbides en la interfase aigua-aire. Sembla ser que
'efecte de la pressid, a més de provocar el desplegament parcial de les proteines
plasmatiques, afavoreix un cert grau d'agregacié que contribueix a millorar aquesta
propietat de superficie. Cal tenir present, com s’ha comentat en I'apartat anterior, que les
forces electrostatigues poden contribuir a Il'agregacié de proteines en solucié
desnaturalitzades en haver estat sotmeses a un tractament de pressuritzacio.

Es important constatar que I'efecte de I'alta pressio sobre la propietat escumant de les
proteines plasmatiques no coincideix amb el que s’ha observat per altres proteines. En la
clara d’'ou, per exemple, determinades condicions de pressié/temperatura comporten una
precipitacid selectiva i una péerdua de funcionalitat en aquest sentit (Knorr et al., 1992).

Activitat emulsionant

En la figura 4.14 es mostren els resultats de l'activitat emulsionant de solucions a pH
7,4 de plasma pressuritzat a 450 MPa durant 15 minuts a 5°C i 40°C.

Sembla que, igual que haviem observat en la capacitat escumant, el tractament per
alta pressié a 40°C comporta una millora de I'activitat emulsionant de les dissolucions de
proteines del plasma. Aquest efecte positiu de la pressié sobre les propietats
emulsionants de les proteines ha estat comprovat també en I'ovoalbumina i la proteina de
soja (Denda i Hayashi, 1992) i es pot atribuir a 'augment d’hidrofobicitat superficial
(Hayakawa et al., 1994; Galazka et al., 1995) que comporta el desplegament parcial de
les proteines induit per la pressié. Sembla ser perd que, igual que s’havia observat en
I'estudi de la solubilitat, un tractament a temperatura baixa (5°C) no provoca un grau de
desnaturalitzacié suficient com per modificar aquesta propietat funcional; I'activitat
emulsionant de les solucions de plasma pressuritzat a 5°C ha estat practicament idéntica
a la que s’havia obtingut per solucions de plasma no pressuritzat.
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Figura 4.14. Activitat emulsionant del plasma liquid no tractat (control) i del plasma
sotmeés a pressuritzacié a 450 MPa durant 15 min a temperatures de 5 i 40°C. Mitjanes i
intervals de confianca (95%).

En aquesta figura s'observa també que amb una concentracié de 1,5% de proteina en
el plasma pressuritzat a 40°C encara no s’ha arribat al maxim d’activitat emulsionant, al
contrari del que succeeix amb les mostres no tractades o pressuritzades a 5°C. Seria
interessant doncs seguir estudiant aquest efecte de la concentracié per comprovar si
I'alta pressié a temperatura elevada permet assolir activitats emulsionants més altes en
incrementar la concentracié de proteina.

Galazka et al. (1995, 1996) varen demostrar que el tractament per alta pressio podia
provocar també una pérdua de funcionalitat referida a I'eficacia emulsionant en la b-
lactoglobulina o, en general, en les proteines sériques de la llet. Aquests autors ho
atribuien a fendmens d’agregacio produits com a consequéncia d’'una major exposicié de
grups hidrofobics i a la possible formacié de ponts disulfur. En aquests mateixos estudis
es va determinar que I'efecte de la pressié sobre emulsions dbtingudes amb la proteina
nativa era molt poc important degut a que la conformacié desplegada de la proteina
adsorbida a la interfase aigua-oli era menys sensible a l'alta pressi6 que quan el
tractament es realitzava sobre la proteina en solucié abans d’emulsionar.
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Capacitat gelificant

L'estudi de la influencia del tractament per alta pressié sobre la capacitat gelificant
s’ha basat, com en els apartats anteriors, en la determinacié de la capacitat de retencio
d’'aigua, I'estudi de la microestructura i la resisténcia a la penetracié dels gels obtinguts
per escalfament a 80°C durant 45 minuts del plasma liquid. S’han fet totes les
determinacions sobre mostres de plasma pressuritzades a 450 MPa durant 15 minuts i a
temperatures de tractament de 5°C i 40°C. En les figures 4.15 i 4.16 es representen els
resultats de la capacitat de retenci6 d'aigua i el test de penetracié, respectivament.

60 T

50 T

40 +

aigua retinguda (%)

10 T

control HP 5°C HP 40°C

Figura 4.15. Capacitat de retencié d’aigua (CRA) dels gels de plasma no tractat (control)
i del plasma pressuritzat a 450 MPa durant 15 min a 5 i 40°C. Mitjanes i intervals de
confianga (95%).

Igual que s’havia observat en I'estudi de les propietats funcionals de superficie, I'efecte
del tractament sobre aquesta propietat és més evident en les mostres tractades a 40°C.
Els gels obtinguts amb plasma pressuritzat a 5°C presenten la mateixa capacitat de
retencié d’aigua que els del plasma control, mentre que els gels de plasma pressuritzat a
40°C retenen un percentatge d’aigua més alt que el plasma no tractat. L'increment en la
capacitat de retencid d'aigua en gels de plasma pressuritzat reflecteix els canvis
conformacionals de la proteina que ja s’havien demostrat a partir de I'estudi calorimétric,
de la solubilitat i de les propietats de superficie.

S’ha descrit que un dels efectes dels tractaments de pressuritzacié de llet previs a
una gelificacié acida consisteix també en un increment en les propietats mecaniques i en
la capacitat de retencié d'aigua dels gels obtinguts després de [I'acidificacid, en
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comparacié amb les caracteristiques dels obtinguts després d'un tractament termic de
pasteuritzacioé o a partir de llet no tractada (Johnston et al., 1993; Ferragut i Needs, 1998;
Martinez, 1998). S’ha publicat també (Suzuki i Macfarlane, 1984) que I'aplicacié d'alta
pressié millora la gelificacio termica de la miosina sota determinades condicions.

3571
control
3,0+ HP 5°C
O HP 40°C
25T
20 T
15T
10 Tt
05T
0,0 A L
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Figura 4.16. Forca i treball de penetracié en gels de plasma no tractat (control) i de
plasma sotmes a tractaments de 450 MPa durant 15 min a 5 i 40°C. Mitjanes i intervals
de confianga (95%).

A partir dels resultats obtinguts es pot concloure que el tractament per alta pressié no
té consequiéncies negatives sobre la capacitat de gelificacié ni les caracteristiques dels
gels que s’obtenen per escalfament del producte. Fins i tot es pot apreciar en les figures
4.15i 4.16 que les caracteristiques de capacitat de retencié d’aigua i de duresa dels gels
de plasma pressuritzat s'incrementen lleugerament respecte de les que presenta el
plasma control. Seria interessant aprofundir en 'estudi de I'efecte de la pressuritzacié
sobre aquestes propietats per tal de comprovar el nivell de significacié de les diferéncies
observades en aquest treball, i establir la influéncia de la temperatura de tractament.
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Microestructura

En les micrografies de la figura 4.17 s’observa l'efecte dels tractaments per alta
pressié (450 MPa durant 15 minuts a 5 i 40°C) sobre I'estructura dels gels formats per
escalfament.

La xarxa proteica dels gels de plasma pressuritzat és més densa, els agregats
proteics s6bn més grans i els porus menys regulars que els del gel obtingut a partir de
plasma no tractat. Sembla ser que el tractament fa que l'estructura que es forma en
escalfar-se sigui més compacta, fet que podria estar relacionat amb I'increment de la
capacitat de retencioé d'aigua i de resisténcia a la penetraci6 comentades anteriorment.
En aquest cas, pero, no s'arriben a apreciar diferéncies entre les caracteristiques dels
gels obtinguts amb plasma tractat a diferents temperatures.
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a\ Cnntrnl

b) 450 MPa, 15 min, 5°C

¢) 450 MPa, 15 min, 40°C

Figura 4.17. Micrografies (SEM) de gels de plasma liquid sotmés a diferents tractaments

de pressuritzacio.
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4.4 SINTESI

Els tractaments de bactofugacié aplicats permeten reduir entre el 96 i el 98% la
contaminacié microbiana del plasma. Aquesta reduccié s’aconsegueix tant amb un
sistema discontinu com amb un sistema continu treballant a una velocitat de 12 L/h, fet
gue permetria adaptar el tractament de bactofugacié a un procés de produccié industrial.
Els recomptes de bacteris aerobis mesofils totals després del tractament d’'un plasma
amb contaminacions inicials de 10* i 10° ufc/mL sén de l'ordre de 10%-10* ufc/mL. La
bactofugacié podria ser, per tant, una alternativa a la instal-lacié de sistemes tancats de
recollida de sang, ja que solucionaria el problema de qualitat microbiologica de la sang
recollida amb un sistema higiénic obert i permetria destinar-la a I'elaboracié de productes
per al consum huma.

Un sistema combinat de bactofugacié en continu i microfiltracié tangencial permet
incrementar I'eficacia fins a un 99,9 % de reducci6, i assolir recomptes inferiors a 5 x 10°
ufc/mL a partir de plasma amb carregues inicials de I'ordre de 10°%-10’ ufc/mL. Cal tenir
present, pero, que aquest tractament provoca també una disminucié de I'extracte sec que
afecta negativament les propietats funcionals del plasma liquid. Malgrat suposar una
pérdua pel que fa al rendiment, aquest efecte negatiu sobre la funcionalitat no suposaria
cap inconvenient si s'utilitzés la deshidrataci6 com a tecnologia de conservacié del
plasma, ja que es podria corregir I'extracte sec durant la reconstitucié del producte.
Caldria avaluar si la millora en la qualitat higiénico-sanitaria del producte compensa o no
les pérdues que suposa aquest sistema d’higienitzacié combinat.

Amb relacié als tractaments d'alta pressié, de totes les condicions de tractament
assajades, les pressions de fins 450 MPa permeten obtenir plasma sense modificacions
importants que impedeixin la seva deshidratacié per atomitzacié. Els tractaments a 450
MPa provoquen un grau de desnaturalitzacié proteica del mateix ordre que tractaments a
400 MPa i s6n més efectius que aquests pel que fa a I'efecte higienitzador. No s’ha
observat un augment d’eficacia higienitzadora en allargar el temps de pressuritzacié des
de 15 fins a 30 minuts. Aixi doncs, les condicions de procés que s’han aplicat sén
pressuritzacions a 450 MPa de 15 minuts de durada. S’han assajat tractaments a
diferents temperatures, 5, 25 i 40°C. La temperatura de tractament que s’ha mostrat més
eficag en la reducci6 dels recomptes de microorganismes ha estat de 40°C. Els
tractaments a aquesta temperatura permeten assolir reduccions del 99,97% i disminuir en
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un 80% la capacitat de creixement dels microorganismes supervivents a la pressuritzacio
en relacié a la que presentava la poblacié contaminant del plasma abans del tractament.

L'estudi de I'efecte d’aquest tractament (450 MPa, 15 min i 40°C) sobre les propietats
funcionals del plasma ha permes observar que la pressuritzacié comporta una disminucié
en la solubilitat del producte perd una millora en les propietats de superficie -estabilitat de
'escuma i activitat emulsionant- i un increment de la capacitat de retencié d’aigua i de la
duresa dels gels obtinguts per escalfament. Calen més estudis per confirmar i
caracteritzar aquesta millora en la funcionalitat, aixi com per establir si el tractament de
pressuritzacio afecta també I'estabilitat del producte durant 'emmagatzematge.

De totes les tecnologies d’higienitzacié assajades, l'alta pressio és la que permet
obtenir millors resultats en el sentit de poder garantir un producte de bona qualitat
microbioldgica i segur, des del punt de vista sanitari i tecnologic, per a la seva utilitzacio
com a ingredient alimentari.

Pel que fa a les possibilitats reals d’aplicacio de l'alta pressié en el tractament de la
sang, cal tenir en compte que els assajos realitzats en aquest treball s’han dut a terme
amb un equip de fpus discontinu que exigeix el tractament de productes ja envasats.
Evidentment, aquesta tecnologia seria impossible de plantejar pel processament del
plasma en la propia industria generadora del subproducte. De tota manera, s’han
dissenyat i desenvolupat equips d'alta pressié semi-continus, amb cilindres de gran
volum, que poden processar productes liquids no envasats (Moreau, 1995). Son sistemes
que permeten la seva adaptacid a una linia de produccié industrial i que ja s’estan
utilitzant actualment. En una planta de processament de suc de fruita al Japd
(Wakayama) s’han acoblat en linia tres cel-les d'alta pressio de 50 litres i s’aconsegueix
una capacitat de produccié de 4.000 L/h. Una altra planta també japonesa (Pokka
Corporation) tracta 600 L/h de suc de raim en una sola cambra de 210 litres de capacitat.
Malgrat aix0, degut a la baixa demanda, els costos derivats de la construccié de la
magquinaria sén encara molt elevats (Felipe et al., 1994) i exigeixen una inversio
considerable. Un estudi econdmic ealitzat per 'empresa francesa ACB, Gec Alsthom
assenyala que els costos de produccié poden ser de l'ordre de 0,58F (12-15 ptes) per
litre, per a una capacitat de 2.000 m¥any (500 L/h durant 4.000 hores) (Moreau, 1995).
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De moment, per tant, la inversié en I'equip i els costos de processament s6n massa
elevats per pensar en la seva aplicacié a un subproducte, ja que només es rendibilitzarien
en el cas de poder obtenir productes finals amb un alt valor afegit.
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La sang objecte d’aquest estudi, recollida amb sistemes oberts, presenta una carrega
microbiana molt elevada, tant de microorganismes indicadors de contaminacié general
(mesofils i psicrotrofs) com dels diferents grups especifics de microorganismes
investigats (fongs i llevats, enterobacteris, bacteris proteolitics i b-hemolitics, clostridis
sulfit-reductors i S.aureus).

. S’ha obtingut un efecte significatiu del periode de mostreig en els nivells de
contaminacidé de la sang. En general, la carrega contaminant de la sang recollida
durant el periode d’hivern és menor que la de la resta de I'any.

La major part de la microbiota contaminant s’adquireix en el mateix sagnador. El
sistema de dessagnat amb [Il'animal en posici6 horitzontal permet reduir la
contaminacié d’origen fecal i la que prové de la pell de I'animal sacrificat. Evitar el
retard en la refrigeraci6 o processar immediatament la sang s6n mesures Utils per
minimitzar el desenvolupament de microorganismes contaminants. Tanmateix, cap
d’aquestes mesures individualment permet assegurar una qualitat microbiologica
acceptable de la sang recollida.

Els factors que determinen I'hemolisi de la sang s6n principalment el tractament
mecanic, el sistema d’addicié d'anticoagulant, i el volum i concentracié de la solucié
d’'anticoagulant afegida. La velocitat d'increment de I'hemdlisi en sang refrigerada
depén dels nivells de contaminacié microbiologica i del tipus d’anticoagulant. Quan la
sang no pot ser processada immediatament és millor utilitzar com a anticoagulant
citrat sodic perqué l'increment de I'nemolisi durant 'emmagatzematge en refrigeracié
es déna més lentament que quan s'utiltitza polifosfat.

Els parametres de procés establerts per a obtenir plasma deshidratat per atomitzacié
a escala de laboratori sén: un flux d’aire de 64 m*h, 2 bar de pressié del compressor,
un cabal d'alimentacié del producte de 800 mL/h, i les temperatures d’entrada i de
sortida de I'aire de 180°C i £80°C, respectivament. En aquestes condicions s’obté un
producte amb una activitat d’aigua inferior a 0,4 i no es provoca desnaturalitzacié de la
fraccio proteica.

La qualitat microbioldgica del producte en pols reflecteix I'elevada contaminacié que
conté la matéria primera utilitzada. Tot i que la deshidrataci6 per atomitzacié ha
comportat la reduccid en una unitat logaritmica de la carrega contaminant, els
recomptes generals d’una solucié de pols reconstituida han estat superiors a valors de
10* ufc/mL i s’ha evidenciat la preséncia de toxines estafilocociques en algunes
mostres.

El procés tecnoldgic de deshidratacié per atomitzacié no afecta la solubilitat de les
proteines plasmatiques, no produeix efectes negatius sobre les propietats de
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superficie (capacitat escumant i activitat emulsionant) i tampoc perjudica de manera
important les caracteristiques dels gels que s'obtenen per escalfament. Els gels
formats a partir de solucions de plasma deshidratat presenten la mateixa capacitat de
retencidé d'aigua que els del plasma liquid perd una menor resisténcia a la penetracio.

8. Lactivitat emulsionant del plasma no ha mostrat dependéncia del pH del medi. Les
caracteristiques dels gels, en canvi, es veuen seriosament afectades pels canvis
estructurals que pateixen les proteines en incrementar l'acidesa del medi. S’ha
observat una disminucié en la capacitat de retencié d’aigua i en la fermesa dels gels
del plasma acidificat.

9. Durant I'emmagatzematge a temperatura ambient el plasma deshidratat per
atomitzacié perd algunes de les seves propietats funcionals; a partir dels tres mesos
es redueix la facilitat de rehidratacié i disminueixen tant la capacitat de retenci6
d’'aigua com la fermesa dels gels. Aquestes propietats es mantenen un minim de sis
mesos quan el producte en pols es conserva refrigerat. En sis mesos de conservacio
del plasma a temperatura ambient es produeix una disminuci6 de 4 unitats
logaritmiques en la carrega de bacteris aerobics, molt superior a la que s’obté en el
producte en refrigeracio.

10. Els tractaments de bactofugacié aplicats (aprox. 21.000 x g) permeten reduir entre el
96 i el 98% la contaminacié microbiana del plasma. Els recomptes de bacteris aerobis
mesofils totals després del tractament del plasma amb contaminacions inicials de 10*
i 10° ufc/mL sén de l'ordre de 10%-10* ufc/mL. La bactofugacié podria ser una solucio al
problema de qualitat microbiologica de la sang recollida amb un sistema higiénic
obert.

11. Un sistema combinat de bactofugacié en continu i microfiltracié tangencial permet
incrementar I'eficacia d’higienitzacié fins a un 99,9 % de reduccié en la carrega
microbiana, i assolir recomptes inferiors a 5 x 10° ufc/mL a partir de plasma amb
recomptes inicials de I'ordre de 10%10" ufc/mL. Aquest tractament provoca, pero, una
pérdua de 0,5% de I'extracte sec.

12. L'eficacia higienitzadora de [l'aplicacié d'alta pressié hidrostatica al plasma és
independent de la durada de la pressuritzacid perd es veu condicionada per la
temperatura de tractament. Els tractaments de 15 minuts a 450 MPa provoquen
reduccions del 90% a 5°C, del 99,82 % a 25°C i del 99,97 % a 40°C.

13. De totes les condicions d’alta pressié aplicades, els tractaments de 15 minuts a 450
MPa a 40°C sbén els que han permés assolir una major reduccié de la carrega
microbiana contaminant, des de recomptes de l'ordre de 10°-10° ufc/mL fins a 10-10°
ufc/mL. La capacitat de creixement de la poblacié de microorganismes supervivents a
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aquest tractament de pressuritzacié disminueix en un 80% en relaci6 a la que
presentava la poblacié contaminant inicial del plasma.

14. La pressuritzacio a 450 MPa i a 40°C comporta una disminucié en la solubilitat de les
proteines del plasma, més important a pH acid (20% a pH 4,5) que a pH neutre (4% a
pH 7) perd millora les propietats de superficie (estabilitat de I'escuma i activitat
emulsionant) i produeix un increment de la capacitat de retenci6 d’aigua i de la duresa
dels gels obtinguts. Els tractaments a 5°C no afecten la solubilitat ni les propietats
funcionals de superficie del plasma.
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ANNEX 1

ANALISI ESTADISTICA: CARACTERITZACIO MICROBIOLOGICA DE LA SANG

la. Bacteris aerobics mesofils

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,970415 ; Prob < W : 0,373

ANOVA : Efecte de I'escorxador i el periode de mostreig

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 17  4,847699 0,285159 1,4330
Error 34  6,765583 0,198988 Prob > F
C total 51 11,613283 0,1815
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorx. 5 1,7187639 1,7275 0,1549
Periode 2 2,3963282 6,0213 0,0058
Escorx.*Periode 10 0,6589821 0,3312 0,9664

ANOVA : Efecte del periode de mostreig sobre els recomptes de bacteris mesofils

Font de variacio g.l. SQ QM F
Model 2 2,5019649 1,25098 26,7534
Error 50 2,3379902 0,04676 Prob > F
C total 52  4,8399551 0,0000

1b. Bacteris aerobics psicrotrofs

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,974389; Prob < W : 0,5135

ANOVA : Efecte de I'escorxador i el periode de mostreig

Font de variacio g.l. SQ QM F
Model 17 14,5432873 0,8554875 1,83
Error 33 15,4417167 0,4679308 Prob >F
C total 50 29,9850039 0,0674
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorx. 5 5,26030513 2,25 0,0726
Periode 2 4,11560267 4,40 0,0203
Escorx.*Periode 10 5,13341813 1,10 0,3927
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ANOVA : Efecte del periode de mostreig sobre els recomptes de bacteris psicrotrofs

Font de variacio g.l. SQ QM F
Model 2 4,0572463 2,02862 36,5549
Error 50 2,7747644 0,05550 Prob >F
C total 52 6,8320107 0,0000

1c. Enterobacteris

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,965723; Prob < W : 0,4628

ANOVA: Efecte de I'escorxador

Font de variaci6 g.l SQ QM F
Model 5 3,12227376  0,62445475 2,15
Error 25 7,27451333 0,29098053 Prob >F
C total 30 10,39678710 0,0929

1d. Clostridis sulfit-reductors

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,848779; Prob < W : 0,0003

le. Staphylococcus aureus

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,960326; Prob < W : 0,2950

ANOVA: Efecte de I'escorxador

Font de variacié  g.l. SQ QM F
Model 5 12,277232 2,47545 5,1505
Error 28  13,938037 0,48062 Prob > F

C total 33  26,315269 0,0017
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Test de separacié de mitjanes: Ryan-Einot-Gabriel-Welsch (a=0,05)

mitjanes
4,19 a
3,59 ab
3,36 ab
279 b
267 b
245 b

wom>»O0Omm

1f. Fongs i llevats

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,861314; Prob < W : 0,0152

ANOVA: Efecte de I'escorxador

Font de variacié g.l. SQ QM F
Model 5 5,65812157 1,13162431 2,26
Error 11 5,49626667 0,49966061 Prob >F
C total 16 11,15438824 0,1201

1g. Bacteris hemolitics

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,964420; Prob < W : 0,4457

ANOVA: Efecte de I'escorxador

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 5 2,23470333  0,44694067 1,31
Error 24  8,17761667 0,34073403 Prob >F

C total 29 10,41232000 0,2924
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1h. Bacteris proteolitics

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,919325; Prob < W : 0,1136

ANOVA: Efecte de I'escorxador

Font de variacié g.l. SQ QM F
Model 5 1,38419579 0,27683916 1,45
Error 13 2,47372000 0,19028615 Prob >F

C total 18 3,85791579 0,2699
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ANNEX 2

ANALISI ESTADISTICA: ORIGEN DE LA CONTAMINACIO | EFECTE DEL SISTEMA DE
DESSAGNAT SOBRE LA CONTAMINACIO MICROBIANA

2a. Bacteris aerobics mesofils

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,975947 ; Prob < W : 0,3249

Test de Barlett d’homogeneitat de variancies : Prob > F : 0,2547

ANOVA : Efecte de I'escorxador, I'origen de les mostres i el periode de mostreig

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 15 8,758032 0,583869 1,6776
Error 34  29,931914 0,348046 Prob > F
C total 51 38,689946 0,0707
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorx. 1 0,0759067 0,2181 0,6417
Origen 1 0,8156890 2,3436 0,1295
Periode 3 4,4024734 4,2164 0,0078
Escorx.*Origen 1 0,0026181 0,0075 0,9311
Origen*Periode 3 1,2157372 1,1643 0,3281
Escorx.*Periode 3 2,1169367 2,0275 0,1160
Esc.*Orig.*Per. 3 0,4609558 0,4415 0,7239

ANOVA : Efecte del periode de mostreig sobre els recomptes de bacteris mesofils

Font de variaci6 g.l. SQ QM F
Model 3  4,187527 1,39584 3,9647
Error 98 34,502420 0,35207 Prob > F
C total 101 38,689946 0,0103

ANOVA : Efecte del periode de mostreig i I'origen de les mostres sobre els recomptes de

bacteris mesofils en I'escorxador A

Font de variaci6 g.l. SQ QM F
Model 7 6,017556  0,859651 2,1061
Error 42  17,143126 0,408170 Prob > F
C total 49  23,160682 0,0639
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Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Periode 3 4,3348256 3,5401 0,0225
Origen 1  0,4464079 1,0937 0,3016
Periode*Origen 3 1,4472564 1,1819 0,3281

ANOVA : Efecte del periode de mostreig i I'origen de les mostres sobre els recomptes de
bacteris mesofils en I'escorxador B

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 2,725243  0,389320 1,3395
Error 44  12,788787 0,290654 Prob > F
C total 51 15,514031 0,2550
Font de variacié  g.l. SQ F Prob > F
Periode 3 2,1481787 2,4636 0,0749
Origen 1 0,3703735 1,2743 0,2651
Periode*Origen 3 0,2148415 0,2464 0,8635

ANOVA : Efecte de I'escorxador i el periode de mostreig sobre els recomptes de bacteris
mesofils recollides del diposit

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 2,418649 0,345521 1,7726
Error 43  8,381802 0,194926 Prob > F
C total 50 10,800451 0,1178
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorxador 1 0,1083252 0,5557 0,4600
Periode 3 1,6193283 2,7691 0,0531
Escorx.*Periode 3 0,6909786 1,1816 0,3279

ANOVA : Efecte de I'escorxador i el periode de mostreig sobre els recomptes de bacteris
mesofils recollides del sagnador

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 5957221 0,851032 1,8332
Error 42 19,497997 0,464238 Prob > F
C total 49  25,455218 0,1060
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorxador 1 0,0523099 0,1127 0,7388
Periode 3 4,5208764 3,2461 0,0312

Escorx.*Periode 3 1,5725087 1,1291 0,3482
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2b. Bacteris aer0bics psicrotrofs

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,986451 ; Prob < W : 8460

Test de Barlett d’homogeneitat de variancies : Prob > F : 0,1173

ANOVA : Efecte de I'escorxador, I'origen de les mostres i el periode de mostreig

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 15 13,730164 0,915344 2,2062
Error 86 35,681818 0,414905 Prob > F
C total 101 49,411981 0,0118
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorx. 1 0,3315091 0,7990 0,3739
Origen 1 4,3043458 10,3744 0,0018
Periode 3 5,7590064 4,6268 0,0048
Escorx.*Origen 1 0,5195667 1,2523 0,2662
Origen*Periode 3 0,3214917 0,2583 0,8552
Escorx.*Periode 3 1,1554156 0,9283 0,4307
Esc.*Orig.*Per. 3 1,4850249 1,1931 0,3173

ANOVA : Efecte del periode de mostreig sobre els recomptes de bacteris psicrotrofs

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 3 5344172 1,78139 3,9615
Error 98 44,067810 0,44967 Prob > F
C total 101 49,411981 0,0103

ANOVA : Efecte de I'origen de les mostres sobre els recomptes de bacteris psicrotrofs

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 1 4,380777 4,38078 9,7283
Error 100 45,031204 0,45031 Prob > F
C total 101 49,411981 0,0024

ANOVA : Efecte del periode de mostreig i I'origen de les mostres sobre els recomptes de
bacteris psicrotrofs en I'escorxador A

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 9,207822  1,31540 3,0376
Error 42 18,187930 0,43305 Prob > F

C total 49  27,395752 0,0112
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Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Periode 3 2,9151216 2,2439 0,0972
Origen 1  3,8305860 8,8457 0,0049
Periode*Origen 3 2,3299296 1,7934 0,1631

ANOVA : Efecte del periode de mostreig i I'origen de les mostres sobre els recomptes de
bacteris psicrotrofs en I'escorxador B

Font de variacio  g.l. SQ QM F
Model 7 4,354688 0,622098 1,5647
Error 44  17,493887 0,397588 Prob > F
C total 51 21,848575 0,1713
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Periode 3  3,1854312 2,6706 0,0591
Origen 1 0,9352813 2,3524 0,1323
Periode*Origen 3 0,2669005 0,2238 0,8794

ANOVA : Efecte de I'escorxador i el periode de mostreig sobre els recomptes de bacteris
psicrotrofs recollides del diposit

Font de variacio  g.l. SQ QM F
Model 7 2,142794  0,306113 1,2127
Error 44  11,106858 0,252429 Prob > F
C total 51 13,249652 0,3162
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorxador 1 0,0107339 0,0425 0,8376
Periode 3 1,0973936 1,4491 0,2415
Escorx.*Periode 3 0,9930442 1,3113 0,2827

ANOVA : Efecte de I'escorxador i el periode de mostreig sobre els recomptes de bacteris
psicrotrofs recollides del sagnador

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 7,206592  1,02951 1,7595
Error 42 24574960 0,58512 Prob > F
C total 49  31,781552 0,1214
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorxador 1 0,8240230 1,4083 0,0306
Periode 3 5,7293171 3,2639 0,2420

Escorx.*Periode 3 0,8298909 0,4728 0,7029
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2c. Enterobacteris

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,979174 ; Prob < W : 0,4811

Test de Barlett d’homogeneitat de variancies : Prob > F : 0,4508

ANOVA : Efecte de I'escorxador, I'origen de les mostres i el periode de mostreig

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 15 27,334197 1,82228 3,8469
Error 85 40,264168 0,47370 Prob > F
C total 100 67,598364 0,0000
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorx. 1 3,5850129 7,5682 0,0073
Origen 1 2,5694286 5,4242 0,0222
Periode 3 7,8424398 5,5186 0,0016
Escorx.*Origen 1 0,9694390 2,0465 0,1562
Origen*Periode 3 1,5722804 1,1064 0,3511
Escorx.*Periode 3 6,4926741 4,5688 0,0051
Esc.*Orig.*Per. 3 3,5999710 2,5332 0,0623

ANOVA : Efecte del periode de mostreig i I'origen de les mostres sobre els recomptes

d’enterobacteris en I'escorxador A

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 4,532942  0,647563 1,5510
Error 42  17,535858 0,417520 Prob > F
C total 49  22,068800 0,1769
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Periode 3  2,7166399 2,1689 0,1059
Origen 1 0,1887252 0,4520 0,5051
Periode*Origen 3 1,8087738 1,4441 0,2436

ANOVA : Efecte del periode de mostreig i I'origen de les mostres sobre els recomptes

d’enterobacteris en I'escorxador B

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 18,375824 2,62512 4,9665
Error 43  22,728310 0,52857 Prob > F
C total 50 41,104133 0,0004
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Periode 3 11,766453 7,4204 0,0004
Origen 1 3,391701 6,4168 0,0150
Periode*Origen 3 3,465755 2,1856 0,1035
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ANOVA : Efecte de l'escorxador i el periode de mostreig sobre els recomptes
d’enterobacteris recollides del dipdsit

Font de variacio  g.l. SQ QM F
Model 7 3,569121 0,509874 1,1262
Error 42 19,014817 0,452734 Prob > F
C total 49 22,583938 0,3653
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorxador 1 0,7726688 1,7067 0,1985
Periode 3 1,1672590 0,8594 0,4696
Escorx.*Periode 3 1,3823257 1,0718 0,3944

ANOVA : Efecte de l'escorxador i el periode de mostreig sobre els recomptes
d’enterobacteris recollides del sagnador

Font de variacio  g.l. SQ QM F
Model 7 21,234396 3,03349 6,1744
Error 41  20,143168 0,49130 Prob > F
C total 48  41,377563 0,0001
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorxador 1 4,0330859 8,2091 0,0065
Periode 3 7,6358522 5,1807 0,0040
Escorx.*Periode 3 8,4078416 5,7045 0,0023

2d. Clostridis sulfit-reductors

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,916688; Prob < W : 0.0000

Test de Barlett d’homogeneitat de variancies : Prob > F : 0,0266

ANOVA : Efecte de I'escorxador, I'origen de les mostres i el periode de mostreig

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 15  30,60475 2,0432 1,9734
Error 85 87,88319 1,03392 Prob > F
C total 100 118,48794 0,0267
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorx. 7,223985 6,9870 0,0098
Origen 1,229984 1,1896 0,2785
Periode 10,305391 3,3224 0,0235

Origen*Periode 0,375447 0,1210 0,9475
Escorx.*Periode 4,240524 1,3671 0,2584

1
1
3
Escorx.*Origen 1 4,508265 4,3604 0,0398
3
3
Esc.*Orig.*Per. 3 0,629858 0,2031 0,8940
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2e. Staphylococcus aureus

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W : 0,976374 ; Prob < W : 0,3434

Test de Barlett d’homogeneitat de variancies : Prob > F : 0,2332

ANOVA : Efecte de I'escorxador, I'origen de les mostres i el periode de mostreig

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 15 5,466976 0,364465 1,1454
Error 86 27,363926 0,318185 Prob > F
C total 101 32,830902 0,3302
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorx. 1 0,5148283 1,6180 0,2068
Origen 1 0,5402043 1,6978 0,1961
Periode 3 2,3184836 2,4289 0,0708
Escorx.*Origen 1 0,1052243 0,3307 0,5667
Origen*Periode 3 0,3860397 0,4044 0,7502
Escorx.*Periode 3 1,0980211 1,1503 0,3336
Esc.*Orig.*Per. 3 0,1794856 0,1180 0,9043
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ANNEX 3. ANALISI ESTADISTICA: HEMOLISI

3a. Efecte de I'’escorxador i el periode de mostreig sobre el nivell d’hemdlisi

Test de normalitat Shapiro-Wilk W : W: 0,935931 i Prob < W : 0,0108

ANOVA : Efecte de I'escorxador i el periode de mostreig

Font de variaci6 g.l. SQ QM F
Model 17 1,4571688 0,085716 4,4620
Error 34 0,6531505 0,019210 Prob>F
C total 51 2,1103192 0,0001
Font de variacio g.l. SQ F Prob > F
Escorx. 5 1,0204476 10,6240  0,0000
Periode 2 0,0475771 1,2383 0,3026
Escorx.*Periode 10 0,4088953 2,1285 0,0494
ANOVA : Efecte de I'escorxador sobre 'hemolisi
Font de variacio g.l. SQ QM F
Model 5 1,0464165 0,209283 26,6762
Error 47 0,3687161 0,007845 Prob >F
C total 52 1,4151326 0,0000

3b. Estudi d’evolucio de I’'hemalisi en mostres de sang refrigerades

Ajust per regressio lineal dels resultats de l'evolucié de I'hemdlisi en mostres
conservades en refrigeracio.

EXPERIMENT 1

Escorxador equacio de regressio R? Prob>F
A y = 1,348226 + 0,008559x 0,9493 0,0049
B y = 0,494491 + 0,008123x 0,9357 0,0071
C y = 0,474200 + 0,018988x 0,9362 0,0324
D y = 1,418642 + 0,002942x 0,8045 0,0391
E y = -0,245491 + 0,066543x 0,9574 0,0038
F y = 0,552776 + 0,009813x 0,7729 0,0495
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EXPERIMENT 2

Escorxador equacio6 de regressio R? Prob>F
A y = 1,324200 + 0,011092x 0,7977 0,1068
B y = 0,514753 + 0,012027x 0,9944 0,0002
C y = 1,244200 + 0,012013x 0,9808 0,0011
D y = 2,182655 + 0,006381x 0,9455 0,0276
E y =0,613100 + 0,039213x 0,9834 0,0084
F y = 0,660603 + 0,005469x 0,7728 0,1209

EXPERIMENT 3

Escorxador equacié de regressio R? Prob>F
A y =1,208400 + 0,010100x 0,9563 0,0221
B y =1,253929 + 0,008554x 0,9478 0,0264
C y =1,078811 + 0,005427x 0,8529 0,0251
D y = 2,348000 + 0,004250x 1,000 * —
E y =0,177736 + 0,019060x 0,9200 0,0098
F y = 0,926000 + 0,014333x 1,000 * —

* : recta determinada només a partir de dos punts

ANOVA : Efecte de I'escorxador en I'evolucio de I'hnemolisi en sang refrigerada

Font de variacio g.l. SQ QM F
Escorxador 5 0,00274246 0,00054849 515
Error 12 0,00127810 0,00010651 Prob >F
C total 17 0,00402056 0,0094

Test de separacio de mitjanes REGWQ (a = 0,05)

Escorxador pendent
E 0,041605 a
C 0,012143 b
A 0,009917 b
F 0,009872 b
B 0,008847 b
D 0,004524 b
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3bl. Efecte de I'anticoagulant en I'evolucié de I'hemalisi

Ajust per regressio lineal dels resultats de I'evolucié de I'hemodlisi en mostres de sang
amb diferent anticoagulant

Anticoagulant equacié de regressio R? Prob>F
CITRAT :
Al y = 0,346800 + 0,003037x 0,9106 0,0117
A2 y = 0,325600 + 0,003433x 0,9044 0,0129
A3 y = 0,325000 + 0,003404x 0,9504 0,0048
A4 y = 0,326714 + 0,004815x 0,9767 0,0117
A5 y = 0,300900 + 0,007121x 0,8868 0,0583
POLIFOSFAT :
B1 y = 0,242600 + 0,012667x 0,9423 0,0060
B2 y = 0,368000 + 0,012400x 0,9835 0,0009
B3 y = 0,367600 + 0,010567x 0,9849 0,0008
B4 y = 0,356000 + 0,009708x 0,9675 0,0025
B5 y = 0,311600 + 0,008142x 0,9274 0,0085

ANOVA : Efecte de I'anticoagulant en I'evolucié de I'hemolisi en sang refrigerada

Font de variacio g.l. SQ QM F
Anticoagulant 1 0,00010032 0,00010032 31,28
Error 8 0,00002566 0,00000321 Prob >F
C total 9 0,00012598 0,0005

3b2. Efecte de I'anticoagulant i la carrega microbiana en I’evolucié de I’hemolisi

ANOVA : Efecte de l'anticoagulant i el nivell inicial de contaminacié microbiana en
I'evolucié de I'hemolisi en sang refrigerada

Font de variacio g.l. SQ QM F
Model 3 0,00305902 0,00101967 17,62
Error 24 0,00138913 0,00005788 Prob >F
C total 27  0,00444815 0,0001
Font de variacio g.l. SQ F Prob > F
Anticoagulant 1 0,00188931 32,64 0,0001
Contaminacio 1 0,00158503 27,38 0,0001
Antic.*Contam. 1 0,00085856 14,83 0,0008




Annexos 253

ANOVA : Efecte de I'escorxador (sistema de dessagnat), l'origen de les mostres i el
periode de mostreig en I'hnemalisi

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 15 3,1761335 0,211742 7,5216
Error 82 2,3083897 0,028151 Prob > F
C total 97  5,4845232 0,0000
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorx. 1 1,0824183 38,4503 0,0000
Origen 1 1,5402954 54,7153 0,0000
Periode 3 0,0721759 0,8546 0,4681
Escorx.*Origen 1 0,0640655 2,2758 0,1353
Origen*Periode 3 0,1835594 2,1735 0,0974
Escorx.*Periode 3 0,0886024 1,0491 0,3754
Esc.*Orig.*Per. 3 0,1609686 1,9060 0,1350

3c. Efecte del sistema de dessagnat i I'origen de les mostres en el nivell
d’hemalisi

ANOVA : Efecte del periode de mostreig i I'origen de les mostres sobre I'hemdlisi en
I'escorxador A

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 08972721 0,128182 4,2763
Error 40 1,1989848 0,029975 Prob > F
C total 47  2,0962570 0,0013
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Periode 3 0,11644300 1,2949 0,2894

=

Origen 0,47766301 15,9356 0,0003
Periode*Origen 3 0,31877245 3,5449 0,0229

ANOVA : Efecte del periode de mostreig i I'origen de les mostres sobre I'hemdlisi en
I'escorxador B

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 1,223402  0,175477 6,6432
Error 42  1,1094049 0,026414 Prob > F
C total 49  2,3377451 0,0000
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Periode 3 0,0440492 43,2007 0,0000
Origen 1 1,1411209 0,5559 0,6471

Periode*Origen 3 0,0205634 0,2595 0,8541
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ANOVA : Efecte de I'escorxador i el periode de mostreig sobre I’hemolisi en mostres
recollides del diposit

Font de variacio  g.l. SQ QM F
Model 7 1,2689129 0,181273 5,4190
Error 40 1,3380620 0,033452 Prob > F
C total 47  2,6069750 0,0002
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorxador 1 0,83560500 24,9796 0,0000
Periode 3 0,17216529 1,7156 0,1792

Escorx.*Periode 3 0,15450389 1,5396 0,2191

ANOVA : Efecte de I'escorxador i el periode de mostreig sobre I'hemdlisi en mostres
recollides del sagnador

Font de variacio  g.l. SQ QM F
Model 7 0,4162202 0,059460 2,4825
Error 40 0,9580737 0,023952 Prob > F
C total 47  1,3742939 0,0325
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Escorxador 1 0,30331247 12,6634 0,0010
Periode 3 0,02641188 0,3676 0,7768

Escorx.*Periode 3 0,10101978 1,4059 0,2552
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ANNEX 4

ANALISI ESTADISTICA: DETERMINACIO DE LES CONDICIONS DE DESHIDRATACIO

ANOVA : Efecte de la temperatura de deshidratacio i el dia de mostreig

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 11  139,48984 12,6809 4,1510
Error 20 61,09739 3,0549 Prob > F
C total 31 200,58723 0,0028
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Temperatura 3 108,11398 11,7969 0,0001
Dia mostreig 2 3,71357 0,6078 0,5543
Temperatura*dia 6 28,53066 1,5566 0,2114
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ANNEX 5

ANALISI ESTADISTICA: EFECTE DEL pH SOBRE ELS PARAMETRES
CALORIMETRICS DEL PLASMA

5a. Variaci6 de I’entalpia de transicié

ANOVA : Efecte del tipus de producte (plasma liquid o deshidratat) i del pH sobre la
variacié d’entalpia (dades log-transformades)

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7  3,4229696 0,48996 244,1644
Error 17 0,0340464 0,002003 Prob > F
C total 24 3,4570160 0,0000
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Producte 1 0,0029806 1,4882 0,2391
pH 1 3,3444288 556,6447  0,0000
Producte*pH 3 0,0115525 1,9228 0,1642

5b. Temperatura de desnaturalitzacié

ANOVA : Efecte del tipus de mostra (plasma liquid o deshidratat) i del pH sobre

temperatura de desnaturalitzacié

Font de variacié  g.l. SQ QM F
Model 5  338,92095 67,7842 77,7511
Error 15 13,07714 0,8718 Prob > F
C total 20 351,99810 0,0000
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Producte 1 7,87202 9,0295 0,0089
pH 1 330,15255 189,3490  0,0000
Producte*pH 2 3,43503 1,9701 0,1739

la
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ANNEX 6

ANALISI ESTADISTICA: EFECTE DEL pH SOBRE LA CAPACITAT DE GELIFICACIO
DEL PLASMA

6a. Capacitat de retenci6 d’aigua (CRA)

ANOVA : Efecte del tipus de producte (plasma liquid, deshidratat) i del pH sobre la CRA

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 1353,8495 193,407 127,2098
Error 20 30,4076 1,520 Prob > F
C total 27 1384,2571 0,0000
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Producte 1 1,9353 1,2729 0,2726
pH 3 1314,7549 288,2515  0,0000
Producte*pH 3 3,3189 0,7276 0,5475

ANOVA : Efecte del tipus de producte (plasma liquid, deshidratat i clara d'ou
deshidratada) i del pH sobre la CRA

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 11  1905,6156 173,238 83,1720
Error 24 58,3208 2,083 Prob > F
C total 35 1963,9364 0,0000
Font de variacio  g.l. SQ F Prob > F
Producte 2 147,5187 35,4121 0,0000
pH 3 1633,0889 261,3505  0,0000
Producte*pH 6 64,7496 5,1811 0,0011

6b. Resisténcia a la penetraci6

ANOVA : Efecte del tipus de producte (plasma liquid, deshidratat) i del pH sobre la for¢ca
de penetracio (dades log-transformades)

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7 55324036 0,790343 158,2710
Error 40 0,1997443 0,004994 Prob > F

C total 47  5,7321479 0,0000
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Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Producte 1 0,2077285 41,5989 0,0000
pH 3 5,2860858 352,8568  0,0000
Mostra*pH 3 0,0385893 2,5759 0,0672

ANOVA Efecte del tipus de producte (plasma liquid, deshidratat i clara dou

deshidratada) i del pH sobre la forca de penetracio
Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 11  6,5866652 0,598788 165,6198
Error 60 0,2169261 0,003615 Prob > F
C total 71 6,8035913 0,0000
Font de variacié  g.l. SQ F Prob > F
Producte 2 0,8939206 123,6256  0,0000
pH 3 3,0878434 284,6908  0,0000
Mostra*pH 6 2,6049011 120,0824 00,0000

ANOVA : Efecte del tipus de producte (plasma liquid, deshidratat) i del pH sobre el treball
de penetracioé (dades log-transformades)

ANOVA

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 7  4,0559387 0,579420 155,3520
Error 40 0,1491889 0,003730 Prob > F
C total 47  4,2051276 0,0000
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Producte 1 0,0968384 25,9640 0,0000
pH 3 3,9510399 353,1129  0,0000
Mostra*pH 3 0,0080604 0,7204 0,05457

Efecte del tipus de producte (plasma liquid, deshidratat i clara d'ou
deshidratada) i del pH sobre el treball de penetracié

Font de variaci6  g.l. SQ QM F
Model 11 4,725394 0,429576 152,9831
Error 60 0,1684799 0,002808 Prob > F
C total 71  4,8938193 0,0000
Font de variaci6  g.l. SQ F Prob > F
Producte 2 0,4295375 76,4847 0,0000
pH 3 2,3751847 281,9547  0,0000
Mostra*pH 6 1,9206172 113,9968  0,0000
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ANNEX 7

ANALISI ESTADISTICA: EVOLUCIO DURANT L'EMMAGATZEMATGE DE LA
CAPACITAT ESCUMANT | L’ESTABILITAT DE L’ESCUMA

Ajust per regressié no lineal dels resultats de la capacitat escumant en mostres
conservades a temperatura ambient

Mes equacié de regressio R? Prob>F
E=E, e

0 E, =76,1885 k=0,0108 0,9482 0,0033

2 E, =65,3022 k=0,0107 0,9874 0,0004

4 E, =65,7335 k=0,0122 0,9912 0,0002

5 E,=62,3112 k=0,0132 0,9952 0,0000

6 E, =55,7558 k=0,0123 0,9582 0,0024

Ajust per regressié no lineal dels resultats de la capacitat escumant en mostres
conservades en refrigeracié

Mes equacio6 de regressio R? ProbsE
E=E, ™

0 E, =76,5625 k=0,0138 0,9482 0,0033

2 E, =65,3022 k=0,0107 0,9874 0,0004

4 E, =72,5762 k=0,0110 0,9710 0,0014

5 E, =64,5667 k=0,0129 0,9952 0,0000

6 E, =55,7558 k=0,0123 0,9582 0,0024
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ANNEX 8

ANALISI ESTADISTICA: EFECTE DE LA PRESSURITZACIO SOBRE LA CAPACITAT
ESCUMANT | L’'ESTABILITAT DE L’ESCUMA

Ajust per regressio no lineal dels resultats de la capacitat escumant del plasma liquid
no tractat i pressuritzat a 450 MPa durant 15 minuts a 40°C.

Mostra equacio de regressio R? Prob>E
E=E, oKt

control Eo, =75,5053 k=0,0126 0,9968 0,0000

HP Eo, =76,9305 k=0,0062 0,9968 0,0000
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